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COOCORRENCIA DE Fusarium solani E Fusarium oxysporum NA
SEVERIDADE DAPODRIDAO SECA EM BATATEIRA

CO-OCCURRENCE OF Fusarium solani AND Fusarium oxysporum IN
THESEVERITY OF DRY ROT IN POTATO PLANTS

Jodo Vitor da Silva Pereira”
RESUMO

A batata (Solanum tuberosum L.) ocupa o terceiro lugar em consumo mundial, devido
ao seu elevado valor nutricional. No entanto, um dos desafios é o armazenamento a
longo prazo, devido a vulnerabilidade dos tubérculos a doengas ocasionada por
patdgenos, com destaque a podridao seca causada por Fusarium spp., que pode causar
perdas de até 70% e também a contaminacdo por micotoxinas prejudiciais a saude
humana. A identificacdo das espécies associadas é crucial para entender sua interagdo
com o hospedeiro e aprimorar o diagnéstico. O objetivo deste trabalho foi identificar
e caracterizar, a nivel morfolégico e molecular as espécies de Fusarium associadas a
podriddo seca em tubérculos de batata provenientes de sistemas agroecoldgicos da
Paraiba. A caracterizacdo dos isolados foi realizada por meio de analises macro e
microscopicas em placas de Petri contendo 0 meio Batata Dextrose Agar (BDA). A
extracdo de DNA seguiu o protocolo do método CTAB, e a amplificacdo do gene Tef-
1o foi essencial para identificar Fusarium oxysporum, devido a sua alta conservagéo
dentro da espécie. O teste de patogenicidade permitiu avaliar visual e
quantitativamente a severidadeda podriddo seca causada por F. solani e F. oxysporum.
Os resultados moleculares e fenotipicos confirmaram a identidade do isolado F.
oxysporum (CFF 01) e a presenca de F. solani (CFF 02), indicando que ambos o0s
isolados ndo apresentaram diferencas significativas na severidade da doenca nos
tubérculos de batata.

Palavras-chave: Pds-colheita, doenca, Solanum tuberosum.



COOCORRENCIA DE Fusarium solani E Fusarium oxysporum NA
SEVERIDADE DAPODRIDAO SECA EM BATATEIRA

CO-OCCURRENCE OF Fusarium solani AND Fusarium oxysporum IN
THESEVERITY OF DRY ROT IN POTATO PLANTS

Jodo Vitor da Silva Pereira”

ABSTRACT
The potato (Solanum tuberosum L.) ranks third in global consumption due to its high
nutritional value. However, one of the challenges is long-term storage due to the
vulnerability of tubers todiseases caused by pathogens, particularly dry rot caused by
Fusarium spp., which can lead tolosses of up to 70% and contamination by mycotoxins
harmful to human health. Identifying the associated species is crucial to understanding
their interaction with the host and improvingdiagnostics. This study aimed to identify
and characterize, at morphological and molecular levels, the Fusarium species
associated with dry rot in potato tubers from agroecological systems in Paraiba. The
isolates were characterized through macro and microscopic analyses in Petri dishes
containing Potato Dextrose Agar (PDA) medium. DNA extraction followed theCTAB
method protocol, and the amplification of the Tef-/a gene was essential for identifying

“Discente em Agronomia na Universidade Estadual da Paraiba-
Campus I1.Vitorpereira.vp644@gmail.com

Fusarium oxysporum due to its high conservation within the species. The
pathogenicity test enabled a visual and quantitative evaluation of the severity of dry
rot caused by F. solani and

F. oxysporum. Molecular and phenotypic results confirmed the identity of the isolate
F. oxysporum (CFF 01) and the presence of F. solani (CFF 02), indicating that both
isolates showed no significant differences in disease severity in potato tubers.

Keywords: Post-harvest, disease, Solanum tuberosum.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.), nativa da Cordilheira dos Andes na
América do Sul, foi introduzida na Europa por volta de 1570 e, em meados de 1620,
alcangou a América do Norte, onde se popularizou (Embrapa, 2017). Trata-se de uma
planta anual, herbécea e dicotileddnea da familia Solanaceae e do género Solanum, que
abrange mais de 2.000 espécies.Dentre essas, cerca de 150 produzem tubérculos, mas
aproximadamente 20 sdo cultivadas comercialmente (Tofoli; Domingues, 2022).

Atualmente, essa cultura ocupa o terceiro lugar em consumo mundial e
destaca-se como a principal commodity agricola fora do grupo dos gréos, amplamente
comercializada pelo seu valor energético e perfil nutricional. O tubérculo é composto
por cerca de 80% de &gua, 16% de carboidratos e aproximadamente 2% de fibras,
sendo as proteinas o segundo nutriente mais abundante, essas caracteristicas fazem da
batata um alimento essencial na dietahumana (Suinaga; Pereira, 2015).

Em 2023, a producéo de batata no Brasil atingiu 4.188.704 toneladas, com
Minas Gerais, Sdo Paulo e Paranad sendo os principais estados produtores (IBGE,
2023). Na Paraiba, o levantamento mais recente do IBGE (2020) apontou uma colheita
de 236 toneladas, mostrando um crescimento expressivo, 30 vezes maior que a
producdo estimada no ano anterior. Esse aumento significativo demonstra o avango
relevante dessa cultura no estado.

A producédo de batata em sistemas agroecoldgicos e organicos tem ganhado
cada vezmais adeptos, impulsionada pelos beneficios socioambientais e pela crescente
demanda por alimentos mais saudaveis e sustentaveis (Inguaggiato et al., 2022). Um
estudo de Azevedo et al. (2018), revelou que, entre 2013 e 2018, mais de 120 familias
da regido do Agreste da Borborema adotaram o cultivo agroecoldgico de batata,
cultivando um total de 39,3 hectares. Nesse periodo, a producdo atingiu cerca de 700
toneladas, com uma produtividade média de 2,8 toneladas por hectare.

Apesar da importancia da batata, um fator limitante € o armazenamento a

longo prazo,necessario para garantir o suprimento continuo desse alimento basico
tanto para os consumidores quanto para a industria. Os tubérculos de batata séo
altamente suscetiveis a diversas doencas, que podem ser causadas por fungos,
chromistas, bactérias, virus, nematoidese distdrbios fisioldgicos abidticos (Pereira;
Suinaga, 2015). Muitas dessas doencas sdo tdo devastadoras que, quando nao
controladas, podem resultar em perda total da producdo ou comprometer a qualidade
do produto, cuja aparéncia é altamente valorizada pelos consumidores.
Embora algumas infec¢cdes possam se desenvolver nos tubérculos antes da colheita, a
maioria das infeccdes ocorre durante e apds a colheita (El-nagar, 2024). Dentre as
doencas que incidem sobre essa cultura, a podriddo seca tem elevada importancia e €
causada por varias espécies de Fusarium que incluem Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium sambucinum, Fusarium avenaceum e Fusarium culmorum (Kotan,
2009). As perdas de rendimento da batata por podriddo seca no armazenamento variam
de 20 a 35% e em casos graves, podem chegar a 70% (Tofoli; Domingues, 2022).

Espécies de Fusarium sdo comuns na maioria dos solos onde as batatas séo



cultivadase sobrevivem como esporos resistentes podendo sobreviver por mais de 10
anos no solo e se espalhar pela agua ou dentro de tecidos de plantas em decomposicéo
(Yang, 2024). Pequenas lesdes marrons aparecem nos locais dos ferimentos trés a
quatro semanas apos a colheita e continuam a aumentar durante o armazenamento. O
apodrecimento extenso faz com que o tecido encolha e colapse, deixando uma area
escura e afundada na parte externa do tubérculo, mostrando cavidades internas (Xue;
Yang, 2023).

A podriddo seca ndo so6 reduz o rendimento da colheita, mas também pode
contaminar os tubérculos com micotoxinas que causam efeitos citotoxicos,
genotdxicos, neurotdxicos e hepatotdéxicos em animais e humanos e, portanto,
ameacam a salde quando ingeridas diretamente através de plantas infectadas por
Fusarium spp. ou indiretamente por meio do leiteou carne de animais que foram
alimentados com racédo infectada. Os principais tipos de micotoxinas produzidas por
Fusarium spp. incluem beauvericina, moniliformina, fumonisinas, tricotecenos e
zearalenona, sendo os dois Ultimos considerados 0s mais importantes devido a sua
ocorréncia comum (Stefanczyk et al., 2016).

O papel biolégico de Fusarium spp. em tubérculos de batata, seja como
causadores de podriddao seca, patdgenos secundarios ou saprofitas e dificil de
determinar. Mesmo dentro das espécies associadas a podriddo seca, podem ser
encontrados isolados ndo patogénicos, e diferentes espécies causam lesdes de
tamanhos variados (Gachango et al., 2012). Por isso, a identificacdo das espécies
presentes nos tubérculos de batata, independentemente de seu papelespecifico, é
essencial para compreender o nivel de interacdo do patdgeno com o hospedeiro. 1sso
ndo so ajuda a avaliar o risco de infec¢do causado por micotoxinas, mas tambem a
entenderos danos provocados durante o processo de pds-colheita (Tiwari, 2023; Azil,
2021).

A identificacdo de patdgenos pode ser feita de forma morfoldgica, com base
em caracteristicas visiveis como a forma e estrutura das hifas e esporos. No entanto,
esse método apresenta limitacdes devido a variabilidade entre espécies e a necessidade
de condicbes especificas para a expressdo de caracteristicas diagndsticas. Ja a
identificacdo molecular, que utiliza sequéncias de DNA, oferece maior precisdo,
permitindo a diferenciacdo de espécies morfologicamente semelhantes. A combinacéo
dessas duas abordagens resulta em uma metodologia mais robusta, garantindo
diagnosticos mais precisos e eficientes no monitoramento e controle de fungos
(Santos, 2023).

Atualmente, ndo existem cultivares de batata resistentes a fusariose. Por isso,
o controle da doenca é focado em praticas preventivas e culturais. Recomenda-se 0 uso
de batata-semente saudavel, o plantio em solos livres do patdgeno ou com baixo
potencial de indculo, arotacdo de culturas e o plantio raso (5-7 cm) para facilitar a
emergéncia das plantas, além de realizar a amontoa quando o caule estiver mais rigido
(Amorim et al., 2016). Além dessas medidas, o controle quimico também é empregado
no manejo da doenga, com a aplicacdo de fungicidas (Chellemi et al., 2016; VVatankhah
et al., 2019).Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar, a nivel
morfoldgico emolecular duas espécies de Fusarium associadas a podriddo seca em



tubérculos de batata provenientes de sistemas agroecoldgicos da Paraiba.

2 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado nas instalagdes do departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Utilizaram-se dois laboratorios: o
primeiro, o Laborat6rio de Micologia, para auxiliar na identificacdo dos isolados; e o
segundo, o Laboratério de Patologia de Sementes, onde foram conduzidos o0s ensaios
necessarios para o estudo.

2.1 Isolamento de Fusarium spp.

Os isolados de Fusarium spp. foram obtidos por isolamento indireto a partir
de amostras de tubérculos de batata com sintomas de podridao seca, cultivadas em
agroecossistemas da regido do brejo paraibano, conforme descrito por Pereira (2023).

2.2 Cultura pura

2.2.1 Caracterizacao morfoldgica

Os isolados de Fusarium spp., CFF 01 e CFF 02 provenientes da colecdo
micoldgicado laboratorio de fitopatologia da UEPB foram inicialmente cultivados em
meio de cultura BDA e incubados a 25+2 °C por sete dias. Apos esse periodo, discos
de 5 mm foram retiradosda borda das coldnias em crescimento e transferidos para o
centro de placas contendo meio Extrato de Malte (MALT). As caracteristicas
fenotipicas das culturas foram avaliadas, registrando-se o didmetro das colénias, cor,
margens e a aparéncia geral dos isolados em placasde Petri.

Posteriormente, a caracterizagdo micromorfoldgica foi realizada de acordo
com Leslie e Summerell (2006) através da observacdo de células flungicas ao
microscopio. Eventualmente,para estudar a morfologia dos conidios, os explantes de
cultura foram transferidos e cultivadosem placas de Petri com meio MALT. As laminas
foram preparadas a partir de culturas fangicasapds a esporulacdo e producdo de
microconidios e macroconidios. O comprimento, largura e nimero de septacdes por
conidios foram registrados com auxilio de um microscépio Axiolab 5 da Zeiss.

2.2.2 Cultivo Monosporico e preservacao dos isolados

Para a purificacdo dos isolados CFF 01 e CFF 02, foi utilizada a técnica da
cultura monospérica (Fernandez, 1993), em que fragmentos do micélio dos fungos
foram colocados em 1 mL de agua destilada e esterilizada, agitados e plagueados em
placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA, 20 g de agar e 1000 mL agua
destilada). Ap6s 12 h de incubacdo em temperatura ambiente foi realizada a
observacdo dos conidios germinados em meio AA, através de microscopio Otico. Os



conidios que germinaram isoladamente foram repicados para placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (para observacdo da cor e medicdo da coldnia), assim permitindo
a melhor caracterizagdo de macroconidios, microconidios como demostrado na Figura
1.

Pequenos fragmentos de micélio foram preservados em microtubos contendo
agua destilada estéril, mantidos a 10°C e no escuro. Essas culturas monosporicas foram
utilizadas posteriormente para a caracterizagdo molecular e para testes de
patogenicidade.

Figura 01. Etapas para o cultivo monosporico. A: Microtubos de 1,5 ml contendo 1 ml de agua
destilada esterilizada com fragmentos de micélios; B: Placa de Petri de 9 cm com meio de cultura AA,
paraa visualizacdodos conidios germinados e C: Observacédo dos conidios germinados ap6s 12 horas
com ajuda de um microscopio

i

Fonte: Do autor, 2024.

2.2.3 Extracdo de DNA e PCR

Os isolados foram cultivados em meio liquido a base de extrato de malte 2%
por trésdias, em temperatura ambiente (25 a 28°C) sob agitacdo de 100 rpm em
agitador de mesa orbital. O micélio foi filtrado, macerado em nitrogénio liquido, e a
extragdo de DNA foi realizada utilizando-se 0 método CTAB (O’Donnell, 1992)
adaptado no laboratorio de micologia da UFLA.

Apo6s maceracao do micélio este foi homogeneizado por 2 minutos em vortex
em tampao CTAB (2%) contendo p-mercaptoetanol (0,2%) e posteriormente
incubados por 15 minutos & 65°C. Foram adicionados 500 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) e agitadosem vortex por 1 minuto. Essa mistura foi centrifugada a
13.000 rpm por 10 minutos, ao final foi recuperado 600 puL do sobrenadante e
transferidos para um novo microtubo. O mesmo volume foi adicionado de isopropanol
gelado (600 pL) e 300 uL de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e agitado suavemente por
inversdo (25 a 30 vezes). As amostras foram incubadas a -20°Cpor 15 minutos e
posteriormente centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, adicionado 100 pL de etanol 70% ao pellet, agitado por inversdao e
centrifugadoa 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
seco em temperaturaambiente. O precipitado foi entdo ressuspendido em 100 pL de
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TE 1X, seguido da adicdo de 10 pL de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e 250 pL de
etanol absoluto gelado, com agitagéo por inversdo e centrifugado a 10.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e

adicionado 500 pL de etanol 70 % gelado e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos.
Novamente o sobrenadante foi descartado e o pellet seco em temperatura ambiente.
Foram adicionados 50 pL de TE 1X, e a amostra foi mantida a 4°C em overnight
(Figura 02).

A qualidade da amostra foi analisada através da leitura de absorbancia
utilizando o NanoDrop Microvolume Spectrophotometer capabilities e a integridade
do DNA em gel agarose 1% submetido a eletroforese.

Figura 02. Processo de extracdo e quantificacdo do DNA. A: Adigdo do nitrogénio liquido
para a maceracdo da massa de micélios; B: Inclusdo dos reagentes necessarios para a extracdo
do DNA; C: Micélios macerados sobre agitacdo no Vortex; D: Descarte de sobrenadantes; E:
Pellets durante a secagem e F: Quantificacdo do DNA no NanoDrop Microvolume
Spectrophotometer capabilities
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Fonte: Do autor, 2024.

Figura 03. Preparacdo do gel de agarose com o desenvolvimento da PCR. A: Termociclador
MyCyclerTM(BIO-RAD), utilizado para os ciclos de PCR; B: Preparacdo para o gel de agarose;
C: Solugdo contendo agarose e TAE 1X sendo colocado na cuba; D: Processo de retirada dos
pentes da cuba que estd alocado o gel; E: Gel de agarose preparado, pronto para receber as
amostras de DNA com o mix de corante e GelRed;F: Cuba de eletroforese, coberto com tampéo
de corrida; G e H: Gel com as amostras colocado em um fotodocumentador da marca DNR Bio
Imaging Systems e modelo MiniBIS; e I: Resultado da corrida expresso sob luz UV.
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Fonte: Do autor, 2024.

2.3.4 Teste de patogenicidade

Foram utilizados dois isolados no teste: 0 primeiro consistiu em uma cultura pura
de

F. oxysporum e o segundo em uma cultura mista de F. oxysporum e F. solani. O
método de inoculacdo adotado foi o proposto por Valluru et al. (2006), com
adaptacOes. Para a realizagdo do ensaio, 16 tubérculos sadios foram desinfetados
superficialmente em solucéo de hipoclorito de sodio a 2% por 12 minutos, seguidos de
trés lavagens com &gua destilada autoclavada. Aposa desinfestacdo, os tubérculos
foram secos em condigdes assépticas.

Os ferimentos mecanicos foram realizados com um furador de rolhas, com 8
mm de profundidade e 4 mm de diametro. Apds a perfuracdo, 200 pL da suspensdo de
esporos, ajustada para uma concentragdo de 5 x 10 esporos mL™, foi aplicado na area
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ferida com auxiliode uma pipeta.

As batatas inoculadas foram dispostas em bandejas forradas com papel
germitest autoclavado, juntamente com um copo descartavel de 50 mL contendo
pedacos de algoddo umedecido com &gua destilada, para controle da umidade interna.
As bandejas foram seladas com sacos plasticos e colocadas em uma camara de
crescimento a 25 + 2°C, onde permaneceram por seis dias (Figura 04).

Figura 04- Etapa para a realizacdo do teste de patogenicidade. A: Tubérculos de batatas no
processo de desinfestacdo; B: Secagem dos tubérculos em condicfes assépticas; C: Camara de
Neubauer; D: Contagemde conidios na cdmara de Neubauer; E, F e G: Perfuragéo dos tubérculos
com auxilio do furador de rolha;H: Pipetando a suspencédo de esporos nos ferimentos e I: Ensaio

Improved W OB coahtline
Noubauer

dempiE BOECO
110mm 5

Fonte: Do autor, 2024.Foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro repeticGes como evidenciado na
tabela 01.

Tabela 01- Esquema do ensaio do teste de patogenicidade.
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Desenho do ensaio

I solados Repeticdes
F. oxysporum 4
Cultura mista 4
Testemunha perfurada 4
Testemunha sem perfuracéo 4

Apos o periodo de incubacdo de seis dias, os tubérculos foram cortados no
meio do local de inoculacdo, e a severidade da podriddo foi avaliada usando uma
escala de severidade adaptada por Langerfeld, (1987) e Valluru et al., (2006), (Figura
05). Onde 1 =sem infeccdo, 2 = leve escurecimento do tecido, 3 = comeco da podridéo,
4 = sintomas claramente visiveis de podriddo, mas sem cavidades, 5 = sintomas
claramente visiveis com cavidades visiveis; 6 =até 30% da superficie de corte
apodrecida, 7 = até 50% da superficie de corte apodrecida, 8 = 50-70% da superficie
de corte apodrecida e 9= > 70% da superficie de corte apodrecido. O didmetro da
profundidade interna da lesdo foi medido usando um paquimetro, esta area busca
quantificar a taxa de severidade que o patdgeno pode causar no hospedeiro (Pereira,
2023).

Figura 05. Escala de severidade. Escala de severidade da doenca (1-9) usada para avaliacfes de
podridao secade Fusarium apds inoculagdo. Adaptado de Langerfeld (1987) e Valluru et al. (2006).
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Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos
(Shapiro-Wilk) com nivel de significancia de 5%. Como o0s pressupostos de
homogeneidade de variancias (Bartlett) ndo foram atendidos, utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Ambas as andlises foram realizadas no software
estatistico RStudio.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Avaliacao de marcadores morfolégicos

A identificacdo morfoldgica foi realizada por meio de técnicas macro e
microscépicas.Na qual, o isolado identificado como F. oxysporum apresentou uma
colénia de coloracdo violeta, com textura cotonosa. Sob o microscépio, foram
observados microconidios septados de forma oval, além de estruturas como falsas
cabecas e fidlides curtas, caracteristicas tipicas desse fungo (Figura 06). Em estudos
realizados por Yang et al. (2024), os resultados foram similares, evidenciando os
marcadores morfoldgicos caracteristico desta espécie.

Figura 06. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium. oxysporum. A e D: Fotos realizada do crescimento
micelial do F.oxysporum em placa de Petri da parte superior e inferior, respectivamente; B: Imagem registrada
do crescimento micelial contendo fidlides curtas; C e E: Fialides curtas de F. oxysporum. representando




microscopio de luz com aumento total de 400x.
Fonte: Do autor ,2024.

Figura 07. Caracteristicas morfologicas da cultura mista composta por F. oxysporum e F.solani. . A e B:
Imagem retirada da parte superior e inferior demostrando o crescimento micelial das duas culturas que se
encontram associadas,onde no circulo 1 mostra a cultura de F. solani, apresentando coloracdo bege e no
circulo 2 culturas de F. oxysporum com cor violeta; C: Macroconidio hialino monofialidico longo e delgado
de F. solani; D e E: Imagem retirada da partesuperior e inferior representando o crescimento micelial das
duas culturas que se encontram associadas e F: Microconidio semelhantes de F, solani e F. oxysporum.
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Na cultura mista, composta por F. oxysporum e F. solani, a col6nia
apresentou uma coloracdo mista de bege e violeta, mantendo a textura cotonosa. Na
analise microscopica, observaram-se fidlides curtas, caracteristicas de F. oxysporum,
e fialides longas, associadas a
F. solani. Além disso, foram visualizados macroconidios de F. solani, com leve
curvatura (Figura 07).

Esses resultados estdo de acordo com descri¢des ja presentes na literatura,
reforcandoo uso da identificacdo morfologica dessas espécies (Leslie; Summerell,
2006). A analise morfoldgica, embora limitada em alguns aspectos, ainda pode
fornecer informac@es valiosas para diferenciar espécies dentro do género Fusarium.



Apesar de ndo ser considerada um metodo definitivo, oferece uma base inicial
importante para o reconhecimento das estruturas caracteristicas e pode complementar
a identificacdo das espécies.

3.3 Caracterizacdo molecular

A escolha pela regido Tef-1a em vez da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) foi
baseada em consideracOes relacionadas a maior taxa de variacdo genética entre as
espécies dogénero Fusarium. Embora o ITS seja amplamente utilizado em estudos de
identificacdo de fungos, a regido possui uma variacdo limitada dentro do género
Fusarium, o que pode dificultar a discriminacdo precisa entre espécies muito
semelhantes. Por outro lado, a regido Tef-1a temdemonstrado uma maior capacidade
de discriminacdo genética dentro desse género, sendo capaz de fornecer informacoes
mais robustas para a identificacdo e diferenciacdo de espécies.Esse maior potencial de
variagdo genética na regido Tef-1a a torna uma escolha mais eficaz para estudos de
taxonomia e diagnostico de especies de Fusarium (Bibi, 2024).

Na Figura 08, observa-se a amplificacdo da regido Tef-1a do F. oxysporum.
Esse resultado corrobora a hipotese de que o isolado CFF 01 pertence a essa especie,
uma vez que asequéncia amplificada apresentou similaridade com estudos previamente
relatados, como os deAkosah et al. (2021) e Gherbawy et al. (2019).

Figura 08. Resultado da corrida expresso sob luz UV em um fotodocumentador. Gel de agarose a 1%,
submetidoa eletroforese, apresentando padrdo de bandas resultado da PCR do isolado CFF 01 (JVP1)

correspondente a regido Tef-1a do F. oxysporum.

Fonte: Do autor ,2024.
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O produto da PCR foi enviado para sequenciamento na empresa Psomagen,
localizadanos Estados Unidos. Como etapas subsequentes, as analises filogenéticas
serdo montadas utilizando o software SegAssem ver. 07/2008 (Hepperle, 2004). Os
alinhamentos serdo obtidosusando ClustalW implementado no software MEGAX
(Kumar et al., 2018). As sequéncias de referéncia de espécies do complexo de
Fusarium spp. serdo obtidas no GenBank e utilizadas nos alinhamentos.

3.4 Teste de patogenicidade

Os isolados foram submetidos ao teste de patogenicidade para avaliar a severidade
dos danos causados nos tubérculos de batata. Ap6s um periodo de seis dias em camara
de crescimento, foram realizadas as andlises, e a atribuicdo das notas na escala de
severidade foi efetuada conforme apresentado na Figura 09.

Figura 09. Atribuicdo de notas segundo a escala de severidade, para cada tratamento. Os tratamentos
foram separados em linhas, onde a testemunha, F. oxysporum e cultura mista de F. solani e F.
oxysporum, foram identificados pelas letras A, B e C, respectivamente. Em cada tratamento contém foto
das quatro repeticdes, ondefoi atribuida uma nota abaixo de cada tubérculo, segundo a escala de
severidade adaptado de Langerfeld (1987) e Valluru et al. (2006). Dentro dos tratamentos foram
verificados nota 1 = sem infeccdo, 3 = comeco da podriddo,4 = sintomas claramente visiveis de
podridao, mas sem cavidades e 5 = sintomas claramente visiveis com cavidades visiveis.

Tectemiinh

Fonte: Do anitor

Observa-se que as notas atribuidas a cada repeticao nos diferentes tratamentos
(Figura09) seguem a escala de severidade proposta por Langerfeld (1987) e Valluru et
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al. (2006) (Figura 05). Um estudo realizado por Chen et al. (2020) evidenciou 0 uso
dessa escala para destacar sua relevancia em trabalhos similares. E importante
ressaltar que, quanto maior o tempo de armazenamento dos tubérculos, maior tende
a ser o indice de severidade observado.Além disso, a capacidade patogénica dos
isolados também se apresenta como um fatorsignificativo, conforme destacado por
Khedher et al. (2021).

Para quantificar a severidade da doenga, as lesdes internas foram medidas
com o auxilio de um paquimetro, considerando tanto as dimensdes horizontal quanto
vertical. Esse procedimento permitiu avaliar, de forma quantitativa, a extensdo dos
danos causados por cadaisolado no hospedeiro (Figura 10).

Na Figura 10, observa-se que a cultura mista composta por F. solani e F.
oxysporum e o isolado de F. oxysporum nédo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si, mas ambos se diferenciam da testemunha, evidenciando sua
patogenicidade.

Figura 10. Severidade da podriddo seca de Fusarium spp. apds inoculacdo com F. solani e F. oxysporum.
Onde testemunha foi inoculado apenas agua destilada esterilizada; C.M= Cultura mista (F. solani e F.
oxysporum), foi inoculada a uma suspenséo de 5 x 10® conidios por mL e F.0o = F. oxysporum a uma
suspensdo de 5 x 10° conidios por ml.
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Fonte: Do autor ,2024.

Todos os testes mencionados anteriormente serdo aplicados a cultura pura de
F. solani. No entanto, até 0 momento, nao foi possivel separar esse patdgeno, que esta
associadoao F. oxysporum, resultando em uma cultura mista. Existe a hipotese de que
essa associacdo esteja intrinseca, o que dificulta a separacdo a partir de um Unico
esporo.



4 CONCLUSAO

As evidencias reforcam que os dados moleculares e fenotipicos estdo
alinhados, confirmando a identidade de F. oxysporum - CFF 01.A coocorréncia de F.
solani e F. oxysporum ndo apresentam diferengas significativasna severidade da
podridao seca nos tubérculos de batata.
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