® |

BBl INSTITUTO FEDERAL
BB Ccears

BB Ccampus Limoeiro do Norte

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO CIENCIA E TECNOLOGIA DO CEARA
CAMPUS LIMOEIRO DO NORTE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
MESTRADO ACADEMICO EM TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

LETICIA MARIA VIANA ALVES

PRIMEIRO REGISTRO DE ESPECIES DO GENERO FUSARIUM EM
FRUTOS DE HYLOCEREUS COSTARICENSIS

LIMOEIRO DO NORTE - CE
2025



LETICIA MARIA VIANA ALVES

PRIMEIRO REGISTRO DE ESPECIES DO GENERO FUSARIUM EM FRUTOS DE
HYLOCEREUS COSTARICENSIS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Curso
de Tecnologia de Alimentos do Instituto
Federal do Ceard Campus Limoeiro do Norte
como requisito parcial para obten¢do do titulo
de Mestra em Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof.” Dr". Renata Chastinet Braga

Coorientador: Prof. Dr. Cleilson do
Nascimento Uchoda

LIMOEIRO DO NORTE - CE
2025



Dadaos Internacionais de Camlogagio na Publicagio
Instituto Federn! do Ceara - IFCE
Sistema de Biblintecas - SIR]
Ficha catnlogrifica eleborada pela SIBIFCE, com os dedos fornecidos pelofa) autor(a)

A474 Alves, Leticia Marna Viana,
Primetro registro de especies do género Fusanum em frutos de Hvlocersus costantcensis ¢ Leticia
Mnrin Viana Alves. - 2025
62 L il color,

Dissertngio (Mesrado) - Instituto Federal do Ceard, Mestrado em Teonologin de Alimentos. Campus
Limoero do Mode, 2025,

Crientogio: Profy. Dra. Renata Chastinet Broga.

Cooremtagio: Profa. Dra. Cleilson Uchoa do Nascimento,

1. comercializagio. 2. Mwopatdgenos. 3. piie. 4. pos-colheiw. L Tituko.
CDD 664




LETICIA MARIA VIANA ALVES

PRIMEIRO REGISTRO DE ESPECIES DO GENERO Fusarium EM FRUTOS DE Hylocereus costaricensis

Dissertngho  apresentnda a0 Curso  de
Mestrado em Tecnologin de Alimentos
do Institute Federal de Educaglo, Ciéncin
¢ Tecnologin do Ceard Compis Limoein
do MNarte como requisito parcial para a
obtenglo  do  titulo  de Mestre em
Tecnologia de Alimentos,

Aprovade em: 260052025

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Renata Chastinet Braga (Oventador)
Instituto Federal de Educagio, Ciénein e Tecnologia do Ceard - (IFCE)
Campres Limoeiro do Noe

Profa. Dra. Marlene Nunes Damaceno | Membra Interma Titular)
Instituto Federal de Educagio, Citneia ¢ Tecnologia do Ceard - (IFCE)
Compies Limoeiro do Narte

Profa. D, Raimuindn Valdenice da Silva Freitas (Membra Externa Titular)
Universidade Federal dn Paraiba - UFFB

Documento assinado eletronicamente por Renata Chastinet Bragn, Professora do Ensine Basico, Técnico ¢
Tecnolégico. em 06/06/2025, ds 18:10. com fundamento no art. 6°, § 1% do Decreto o” §.539. de 8 de outubro de

2008,

Documento assinado eletronicamente por Marlene Nunes Damaceno, Professors do Ensine Bisico, Técnlco ¢
Tecnologico, ein 09/ 06/2025, as 17:52, com fundamento no a, 6%, § 17, do Decreto n® 8,539, de 8 de outuboo de
2013,

Documento aasinade eletromcamente por Rafmunda Valdenice da Silva Freftas, Usuirio Externo, e 10/06/2025,
its 22:37, com fundamento no art. 6%, § 1%, do Decreto n° 8,539, de B de outubro de 2013,

3 A nutenticidade do documento pode ser conferida oo sil

e hittpsa /e ifice.ochu.br/sel/controlador_extemo.plp?
informando o codige verficador TA63ES ¢ o codigo CRC




“Nao importa que vocé€ va devagar, contanto
que voce ndo PARE.”

Confucio



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, por todas as oportunidades em que Ele colocou no meu
caminho desde que entrei nessa Institui¢do. Sem Ele, nada seria possivel.

Aos meus pais, José Alves Filho e Maria da Conceicdo Viana da Silva, por todo apoio
e exemplo que me deram em todos os momentos e toda a familia por todo apoio.

A minha querida orientadora, Prof.* Dr”. Renata Chastinet Braga (Tia), pela confianca,
por todos os conselhos e ensinamentos, e pelo exemplo de professora que sempre demostrou
ser. Agradeco por nunca medir esfor¢os para me ajudar em todos os ambitos da minha vida.

Ao meu professor e coorientador, Cleilson Uchda do Nascimento, que nunca mediu
esforgos para me ajudar, buscando parceria com a Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), na pessoa do Prof. Dr. Rui Sales; e com a Universidade Federal do Cariri
(UFCA), na pessoa da Profa. Dra. Kamila Camara Correia. Muito obrigada por toda a ajuda e
dedicacdo.

Agradeco a técnica do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Naama, e ao aluno Moisés pelo auxilio nas andlises. Aos alunos
Wallison, Raquel e Wilson, bem como a técnica Ivna Salmito, do Laboratério de
Fitopatologia da UFCA, pela ajuda e pela troca de conhecimento sobre PCR que me foi
repassada.

A bolsista Liana, por estar sempre 2 disposicio para me ajudar durante toda a
pesquisa.

As minhas amigas Andreza Moura, Geysa Gabriela, Juciene Lima e Sintya Moisés,
por estarem sempre ao meu lado em todos os momentos, ndo me deixarem fraquejar nas horas
dificeis e me ajudarem nas correcoes.

Ao Instituto Federal do Ceard — Campus Limoeiro do Norte, pelas oportunidades
concedidas, e a todos os professores da institui¢do que contribuiram, de alguma forma, para a
minha formacdo. Agradeco, ainda, aos professores pelos ensinamentos e contribuigdes
repassados até aqui e a coordenagdo do Mestrado em Tecnologia de Alimentos, em especial a
Profa. Dra. Maria Aparecida Liberato Milhome, atual coordenadora do curso.

Um agradecimento especial ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq), pelo apoio e incentivo financeiro que possibilitaram o desenvolvimento

desta pesquisa.



RESUMO

A pitaia Hylocereus costaricensis, popularmente conhecida como fruta-dragdo vermelho-
purpura, ¢ um fruto rico em compostos bioativos com propriedades farmacolégicas
significativas, destacando-se pelo elevado teor de antioxidantes e atividade antimicrobiana.
Dada a importancia dessa espécie, a presente pesquisa teve como objetivo isolar e caracterizar
os fungos que acometem a pitaia, utilizando técnicas laboratoriais como o sequenciamento de
DNA para identificar as espécies e confirmar sua patogenicidade. Os frutos de pitaia foram
desinfetados, lavados e secos, sendo posteriormente colocados em ambiente propicio ao
desenvolvimento de esporos fingicos. Foram empregados os métodos de isolamento direto e
indireto, e detectados os géneros Fusarium, Colletotrichum, Curvularia, Bipolaris,
Lasiodiplodia e Rhizopus. Em seguida, aplicou-se o método de Castellani para a preservacao
das coldnias fingicas, além da realizacdo de PCR, sendo identificadas as colonias F1.2 e F4
por meio de sequenciamento génico e andlise filogenética. Foram identificados Fusarium
falciforme, com 93,7% de similaridade, e Bisifusarium dimerum, com 99,9% de similaridade.
Na busca de artigos cientificos nas bases ScienceDirect, SCiELO, Springer, PubMed, Web of
Science, Scopus e no Banco de Dados de Fungos do USDA (Departamento de Agricultura
dos EUA), ndo foram encontradas referéncias a contaminag@o de frutos por essas espécies, 0
que caracteriza este como o primeiro relato mundial dessa ocorréncia. Apds a andlise
filogenética e a identificacdo dos fungos, realizou-se o teste de patogenicidade com as
colonias preservadas, confirmando-se a sua patogenicidade. Assim, o presente trabalho relata
pela primeira vez a ocorréncia de Fusarium falciforme e Bisifusarium dimerum em frutos do

género Hylocereus.

Palavras chaves: comercializagdo; fitopatdgenos; pitaia; pos-colheita.



ABSTRACT

Dragon fruit Hylocereus costaricensis, popularly known as purple-red dragon fruit, is a fruit
rich in bioactive compounds with significant pharmacological properties, especially due to its
high antioxidant and antimicrobial conten. Given the importance of the fruit, this research
aimed to isolate and characterize the fungi that attack the dragon fruit, using laboratory
techniques such as DNA sequencing to identify the species and confirm their pathogenicity.
The dragon fruits were disinfected, washed and dried, and placed in an environment
conducive to the development of fungal spores. Direct and indirect isolation methods were
used and the genera Fusarium, Colletotrichum, Curvullaria, Bipolares, Lasiodiplodia and
Rhizopus were detected. Then, the Castellani method was used to preserve the fungal colonies
and PCR was performed, and colonies F1.2 and F4 were identified through gene sequencing
and analysis of phylogenetic data. Fusarium falciforme was identified with 93.7% similarity
and Bisifusarium dimerum with 99.9% similarity. In the search for scientific articles in the
databases ScienceDirect, SciIELO, Springer, PubMed, Web of science, Scopus and the USDA
(U.S. Department of Agriculture in Fungi Database), and revealed no reports to fruit
contamination by these species, indicating this as the first global report of this contamination.
After phylogenetic analysis and identification of the fungi, the pathogenicity test was
performed using the preserved colonies, which confirmed their pathogenicity. Thus, the
present work confirmed the first global report of Fusarium falciforme and Bisifusarium

dimerum in occurrence in fruits of the genus Hylocereus.

Keywords: Commercialization, Phytopathogens, Pitaia, postharvest.
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1 INTRODUCAO

A pitaia Hylocereus costaricensis, comumente conhecida como fruta-dragdao vermelho-
purpura, € uma espécie de cactdcea origindria da América Central (WINSON et al. 2020). A
pitaia € cultivada em todo o mundo, com os principais produtores localizados na China e em
outros paises do sul da Asia (CARMEM; FRANCISCO; BARTHE, 2023). A casca e a polpa
da fruta sdo ricas em betacianina, polifendis, carboidratos, vitaminas, minerais e outros
compostos bioativos (JOSHI; PRABHAKAR, 2020). Em 2022, o Brasil produziu
aproximadamente 3 milhdes de quilos da fruta, com um mercado interno que gerou vendas de
mais de 44 milhdes de reais (CONAB, 2023).

A busca pelo fruto da pitaia e outros alimentos que contribuem com a saide vem
crescendo gracas as suas propriedades farmacoldgicas, que trazem beneficios na reducao do
risco de doencas neurodegenerativas, cancer, diabetes, doengas cardiovasculares e
inflamacdes, tendo também efeitos antioxidantes e antimicrobianos, assim como seu potencial
nutricional, impulsionando seu consumo (SANTHI et. al. 2020; TANG et. al. 2021).

Este aumento da demanda reflete diretamente na producdo, levando a um crescimento
dos desafios enfrentados pelos produtores, como o aumento de perdas causadas por ataques
fitopatogénicos, que variam de acordo com cada espécie. Doencas como as antracnoses sao
causadas por diferentes espécies de Colletotrichum siamense, C. karstii e C. fructicola
(NASCIMENTO et al., 2019; EVALLO; TAGUIAM; BALENDRES, 2021), resultando em
graves perdas econOmicas relatadas em todo o mundo. Entre os fungos causadores de diversas
doencas, destacam-se: Diaporthe phaseolorum, causando a podridao do caule (KARIM et al.,
2019); Diaporthe spp., provocando a ferrugem cinzenta do caule (HUDA-SHAKIRAH;
MOHD, 2021); a praga de Alternaria (PATEL; ZHANG, 2017); Neoscytalidium dimidiatum,
causando o cancro, sendo um fungo de dificil identificagdo (COSTA et al., 2024); Bipolaris
cactivora, causando a podridio dos frutos (BEN-ZE'EV et al., 2011); e Nigrospora
lacticolonia e N. sphaerica, responsaveis pela mancha marrom-avermelhada (KEE et al.,
2019).

Estudos conduzidos em pomares de pitaia nos distritos de Mizoram, Kolasib e Aizawl,
na India, apontaram sintomas de podridio do caule semelhantes aos relatados em outros
paises. Apds andlises microscopicas, foram identificados como sendo do género Fusarium
oxysporum, frequentemente associado a podridao basal (WRIGHT et al., 2007; MOHD; KEE,;
MOHD, 2019; MAHMUD et al., 2020; SINGH et al., 2023). As espécies F. fujikuroi e F.
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proliferatum, encontradas na Malésia, e F. solani, em Bali e Indonésia, foram relatadas
causando danos a planta, mas ndo ao fruto (RITA er al., 2013; SINGH et al., 2023).

Niao apenas fungos ocasionam doengas em pitaia, mas também outros fitopatégenos,
como Enterobacter cloacae, que causa a podridao mole bacteriana (MASYAHIT et al.,
2009), e doengas virais, como o Cactus virus X, ja registradas na China, Coreia e India
(PENG et al., 2016; KIM et al., 2016; PARAMESWARI et al., 2021; EVALLO et al., 2021).
A fase de pds-colheita da pitaia enfrenta inimeros desafios fitossanitarios, decorrentes da
ampla diversidade de doencas que acometem os frutos. Essas doencas sdo responsaveis por
perdas significativas na producdo, afetando aspectos qualitativos e quantitativos, como a
aparéncia, textura, sabor e valor nutricional. Além disso, a deterioracdo pds-colheita reduz a
vida ttil e a comercializacio da fruta, ocasionando prejuizos econdmicos expressivos para os
produtores e impactando negativamente a cadeia produtiva. Diante desse cendrio, a
identificacdo precisa dos agentes etioldgicos torna-se fundamental para subsidiar o
desenvolvimento de estratégias de manejo integrado, visando a prevencdo e ao controle das
doencas pos-colheita, bem como a garantia da qualidade e seguranca alimentar.

Em face desses desafios, o presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar
espécies de fungos associadas a infeccdo de Hylocereus costaricensis, visando fornecer
subsidios para a mitigacdo dos danos e a reducdo das perdas expressivas na fase de pds-

colheita nos pomares dessa cultura.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo fitopatolégico de frutos pds-

colheita de pitaia da espécie Hylocereus costarisencis.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a pds-colheita de frutos de pitaia para visualizacdo de contaminacdo por

fungos;

e Buscar solugdes para uma empresa parceira visando a reducdo das perdas econdmicas
enfrentadas em seus pomares e no processo pds-colheita;

e Realizar a identificacdo morfoldgica preliminar dos fungos por meio de microscopio
otico;

e [solar e caracterizar as espécies de fungos encontrados;

e Identificar as espécies de patogenos através do sequenciamento do DNA;

e Realizar teste de patogenicidade para confirmar a capacidade dos fungos isolados em
causar as doencas observadas;

e Realizar a identificagdo morfolégica por meio de microscépio Optico, dos fungos

presentes em solo e raizes de pitaias cultivadas;

e Buscar um possivel controle desses patdgenos.



16

3 JUSTIFICATIVA

O conceito de "alimento como remédio" enfatiza o papel de certos alimentos na
prevencdo e no tratamento de doencas, especialmente em condi¢des cronicas (SURESH,;
RAMAKRISHNAN, 2024). Por exemplo, segundo Santos et al. (2023), nos anos de 2023 a
2025, sdo esperados 704 mil novos casos de cancer. O mesmo estudo estimou que a Regido
Nordeste apresenta a segunda maior taxa de incidéncia (10,70/100 mil homens e 4,96/100 mil
mulheres), ficando atrds apenas da Regido Norte, que possui as maiores taxas tanto em
homens (11,78/100 mil) quanto em mulheres (5,46/100 mil). Com isso, a procura por
alimentos sauddveis e outras formas de cuidado estd crescendo para minimizar essa
incidéncia.

A pitaia contém diversos fitoconstituintes, incluindo compostos fendlicos, pigmentos,
terpenoides, dcidos graxos, flavonoides, vitaminas, agdcares, nutrientes e fibras alimentares,
presentes tanto em suas partes comestiveis, como a polpa e as sementes, quanto em partes nao
comestiveis, como a casca (ARIVALAGAN et al., 2021; RODRIGUEZ et al., 2020). Devido
a presenca desses fitoconstituintes, a fruta apresenta multiplas atividades terapéuticas, como
propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas, anti-
hiperlipidémicas, antiobesidade, hepatoprotetoras, antianémicas, anti-inflamatdrias, antivirais,
prebidticas e cicatrizantes (LODI et al., 2023; NISHIKITO et al., 2023).

De acordo com o Censo Agropecuario de 2017 (IBGE, 2019), o Brasil produziu 1.409
toneladas de pitaia, cultivadas em 1.100 hectares, o que gerou cerca de R$ 8,6 milhdes em
valor bruto da produ¢do (VBP). Nesse contexto, o jornal “O Povo”, em publicacao de 2021,
destacou o potencial e o crescimento da pitaia no Brasil e, especialmente, em nossa regido. A
matéria mencionou que a produgdo estava concentrada no Vale do Jaguaribe e na Serra da
Ibiapaba, aonde a fruta também vinha sendo estudada como alternativa para substituir a
beterraba na producao de corantes alimenticios (MAIA, 2021). Considerando que ha poucos
estudos pds-colheita na literatura sobre a variedade Hylocereus costaricensis analisada neste
trabalho, este estudo busca ampliar o conhecimento sobre essa espécie, bem como investigar
os problemas associados a doengas fuingicas, visando a identificacdo de estratégias eficazes

para o combate e controle desses patégenos.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Aspectos gerais e botanicos da pitaia

As flores da pitaia, de cor branca e medindo entre 20 e 30 cm de largura, possuem
numerosos estames, aroma marcante e florescem a noite, fechando pela manha, o que evita a
autopolinizacdo pela diferenca de altura entre estigmas e anteras. A planta é perene,
trepadeira, com ramos triangulares, suculentos e espinhosos, além de raizes adventicias que
permitem fixacdo em suportes como arvores e pedras. Embora o fruto apresente muitas
sementes pequenas e escuras na polpa, a propagacao € mais eficiente por meio de mudas, que
aceleram o crescimento em relacdo as sementes (MARQUES, 2008).

Os compostos volateis presentes nas frutas influenciam diretamente as caracteristicas
sensoriais, como sabor e aroma. Eles auxiliam na percep¢do de agucares, dcidos organicos,
fendlicos, terpenoides e minerais, responsaveis pelos sabores doce, dcido, amargo e salgado.
A docura, por exemplo, esta relacionada aos monossacarideos, e esses atributos determinam a
preferéncia do consumidor. No caso da pitaia, o aroma também desempenha papel essencial,
abrangendo uma ampla variedade de compostos volateis, como ésteres, dlcoois, cetonas e
acidos, que influenciam a aceitacao e escolha do produto (TOMAS et al., 2023).

As principais espécies de pitaia incluem Hylocereus polyrhizus, com polpa vermelha e
casca rosa; Hylocereus megalanthus, ou "pitaia colombiana", valorizada por sua polpa branca
e casca amarela; e Hylocereus undatus, com polpa branca e casca vermelha. Destaca-se
também a Hylocereus costaricensis, que se distingue por seus frutos doces com polpa violeta-

avermelhada e casca rosada, foco deste estudo (EL-NASHAR et al., 2024)

4.2 Sistema de Classificacao da Pitaia

A pitaia, também conhecida como fruta-do-dragdo ou pittaberry, € uma fruta tropical e
subtropical, popular entre os consumidores por sua rica fibra alimentar, vitaminas, betalainas
e minerais (JALGAONKAR et al., 2020; JIANG et al., 2021; KHOQO et al., 2022). Esta planta
€ uma erva suculenta, além de ser um cacto trepador que atualmente é amplamente cultivado
como cultura frutifera, apresentando crescimento epifito, caracterizado por estabelecer uma

relacdo de inquilinismo com outra planta, que serve de suporte para o seu desenvolvimento



18

(CHEN; SABIR; QIN, 2023). E uma espécie de fruta exética ndo climatérica nativa do centro
do México e da América do Sul (JIANG et al., 2020).

Quatro géneros englobam os diversos tipos de pitaia: Stenocereus, Cereus, Selenicereus
e Hylocereus. Esses géneros diferem quanto ao fruto (LIU et al, 2021; WU et al., 2020). As
representantes do género Hylocereus podem tolerar fatores ambientais extremos, como frio,
calor, secura e deficiéncia de compostos nutricionais essenciais do solo (PAZKO et al.,
2021a). Possuem caracteristicas unicas que vao desde a sua forma, cor e sabor, até as suas
excepcionais propriedades nutracéuticas. Esses atributos, juntamente com o retorno financeiro
da cultura, conquistaram os consumidores e fruticultores brasileiros nos dltimos anos.

A planta apresenta uma fase juvenil curta, alta produtividade, capacidade de producdo
fora de temporada e facil propagacdo por estacas, o que tem impulsionado o cultivo

globalmente (CHIEN et al., 2024). No entanto, os frutos possuem vida util limitada.

4.3 Compostos de interesse

A pitaia ganhou popularidade por causa de sua valiosa eminéncia nutricional e atributos
farmacoldgicos (PAZKO et al., 2021b; HUANG et al., 2022), sendo uma rica fonte de
metabolitos distintos, entre os quais a betalaina, pigmento de grande relevancia para a
inddstria, bem como fendlicos e flavonoides, importantes metabdlitos secundérios produzidos
pela planta (ZULKIFLI e? al., 2020). Estes sao valorizados por suas atividades antioxidantes e
func¢des na sinalizagcdo celular, acrescentando potencial defensivo em ambientes estressantes
(MARONE et al., 2022).

Diversas pesquisas destacam as propriedades dos metabdlitos ativos da pitaia na
neutralizacdo de radicais livres, demonstrando sua eficicia como agentes anti-inflamatorios,
antidiabéticos, antiproliferativos e antimutagénicos, com significativo impacto na promog¢ao
da satide humana (WINSON et al., 2020).

Por ser nativa de regides termofilicas, a pitaia é altamente adaptada ao estresse em
baixas temperaturas. A planta cresce e pode suportar variacdes de 12 a 40 °C (GOENAGA et
al., 2020).

A polpa da fruta-do-dragdo € doce e rica em nutrientes como agucares, proteinas e
minerais, destacando-se pelos compostos bioativos e betacianinas, pigmentos antioxidantes
que combatem radicais livres. Também contém polifendis, flavonoides e vitamina C,

ampliando seu potencial antioxidante. Estudos indicam que as betacianinas ajudam a prevenir
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obesidade e distdrbios metabdlicos, enquanto, em diabéticos tipo 2, o consumo da fruta
auxilia na reducdo do colesterol, triglicerideos e glicose, além de melhorar a resisténcia a
insulina (ARIVALAGAN et al., 2021).

Jiang et al. (2021), em ensaio clinico, demonstraram que a ingestdo do suco de pitaia
vermelha foi capaz de melhorar os niveis de hemoglobina e eritrdcitos, contribuindo para

neutralizar o desenvolvimento de anemia em mulheres gravidas.

4.4 Caracteristicas fisioldgicas da pitaia

O cultivo e consumo de pitaia de polpa vermelha vém crescendo em diversas regides
tropicais e subtropicais nos ultimos anos, tanto no Brasil como no mundo, principalmente
devido ao seu sabor agraddvel, aparéncia exotica e propriedades nutricionais e funcionais
promissoras (MAGALHAES et al., 2019; THAIUDOM et al., 2021). Ela fornece um amplo
espectro de vitaminas, licopeno, minerais e carboidratos, particularmente agucares redutores
como glicose e frutose (JOSHI; PRABHAKAR, 2020).

Estudados in vitro e in vivo, os fitoquimicos de extratos de Hylocereus polyrhizus
(polpa e casca) demonstraram ampla gama de propriedades bioldgicas, incluindo atividades
anti-inflamatdrias, antiespasmoédicas, radioprotetoras, antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas e antidiabéticas (JOSHI; PRABHAKAR, 2020). Em um estudo conduzido
por Ravichandran et al. (2021), foi destacado que a Hylocereus polyrhizus é fonte natural
promissora de compostos antiglicagdo e antioxidantes com potencial para reduzir o risco de
glicagdo associada a disturbios diabéticos e ao envelhecimento.

Embora a pitaia seja uma fruta estudada quanto a seus aspectos fisico-quimicos, esses
fatores podem variar de acordo com a espécie e as condigdes as quais estd exposta. Autores
como Li et al. (2020) e Zayed et al. (2020) enfatizam que a biossintese, o contetido e as
bioatividades dos compostos podem ser influenciados por fatores como local, praticas
agricolas, precipitagcdo, temperatura, espécie, solo, condi¢des edafoclimaticas, tecido vegetal e
cultivar.

A espécie Hylocereus costaricensis € pouco estudada e, por isso, muitas informagdes
sobre ela se baseiam em pesquisas sobre Hylocereus polyrhizus, pertencente a0 mesmo género
e com caracteristicas semelhantes de casca e polpa. Embora ndo sejam idénticas, a escassez de

literatura especifica levou a utilizacdo de Hylocereus polyrhizus como referéncia.
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4.5 Aspectos fisiologicos pos-colheita dos frutos da pitaia

A pitaia se destaca pela aparéncia exdtica, com cores vibrantes e bracteas frescas e
limpas que atraem imediatamente os consumidores. Esses aspectos visuais desempenham
papel crucial na decisdo de compra. No entanto, bricteas quebradas ou murchas podem
comprometer significativamente sua comercializa¢do, reduzindo sua aceitagdo no mercado
(JIANG et al., 2020).

Diversos métodos pds-colheita tém sido avaliados para minimizar problemas no
armazenamento da pitaia, como o uso de temperaturas controladas, embalagens adequadas e
revestimentos. Cuidados na colheita, como evitar danos mecanicos, também reduzem
significativamente os desafios do armazenamento. Em condi¢Oes de temperatura ambiente
moderada, a fruta tem vida util de 6 a 8 dias. Para conservagdo prolongada, recomenda-se a
refrigeracdo acima de 8 °C, a fim de evitar danos a polpa. Esse método pode prolongar a
durabilidade por até um més, embora o ressecamento das bricteas comprometa a aparéncia e
afete a comercializacdo. O transporte € o armazenamento variam conforme o produtor, o

destino e o retorno financeiro esperado (PIO et al., 2020).

4.6 Doencas causadas por fungos encontrados em pitaia

Como toda planta cultivada, a pitaia estd sujeita a doencas causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides. Essa frutifera vem sendo tema de pesquisas no Brasil,
registradas em obras como Pitaia no Brasil: nova opgdo de cultivo (CRUZ; MARTINS,
2022), Pitaia: uma alternativa frutifera (SANTOS et al., 2022) e Cultivo de pitaia (LONE,
2020).

Ha registro de 17 géneros e 30 espécies de fitopatogenos que podem afetar cladddios,
frutos e raizes, causando prejuizos significativos. No Brasil, destacam-se fungos (antracnose,
mancha de curvularia, mancha de alternaria, mancha marrom ou olho de peixe, mancha dos
cladédios, podriddo do colo e dos frutos, podriddo por Fusarium, podriddao do fruto ou por
Bipolaris), bactérias (podriddo mole ou pectobacteriose), virus (virose X dos cactos) e
nematoides (meloidoginose). Entre as mais preocupantes estd o cancro ou podridao negra,
causado por Neoscytalidium dimidiatum. Diante disso, exige-se maior investimento em

pesquisa e transferéncia de tecnologias para a adogdo de “Boas Praticas Agricolas”

(MENTEN, 2023).
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Essas doencas reduzem a vida util da fruta, afetando o armazenamento pds-colheita, o
transporte e a comercializacdo. No Brasil, ha relatos recentes, como Colletotrichum carstii
causando antracnose em pomares de H. undatus, atacando cladédios (COSTA et al., 2024);
Colletotrichum tropicale afetando cladddios em pomares de H. costaricensis (INOKUTI et
al., 2023a; INOKUTI et al., 2023b); e Lasiodiplodia pseudotheobromae causando podriddes
em cladddios de Hylocereus spp. (MELLO et al., 2022; MOURA, 2020).

4.6.1 Antracnose

Causada pelos fungos Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum truncatum.
Manifesta-se inicialmente como pequenas lesdes alaranjadas que evoluem para manchas
escuras em formato concéntrico, acompanhadas de massas de esporos alaranjados, afetando
principalmente cladédios jovens e frutos. Ocorre tanto no campo quanto apds a colheita,
sendo comum em climas quentes e imidos (SANTOS et al., 2022). Na Figura 1, apresenta-se

uma lesdo tipica de antracnose.

4.6.2 Podriddo por Fusarium

O fungo Fusarium oxysporum causa lesdes secas e necrdticas, com sintomas visiveis
nos frutos e nas partes aéreas, como amarelecimento, podendo ser confundidos com danos por
nematoides. O patdgeno infecta inicialmente as raizes e vasos condutores, bloqueando o fluxo
de seiva, sobrevivendo no solo e restos vegetais. Sua disseminacdo ocorre por residuos
culturais, chuva e ferramentas contaminadas. Condi¢des favordveis incluem temperaturas de

12 a 28°C, solos arenosos, pH desequilibrado e alta umidade (SANTOS et al. 2022).

Figura 1 - Fruto de pitaia com sintomas de antracnose causada por Colletotrichum truncatum

Fonte: Santos et al., (2022)
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A Figura 2 contém fruto de pitaia com sintomas de podriddo causada por Fusarium

oxysporuni.

Figura 2 - Fruto de pitaia com sintomas de podridao causada por Fusarium oxysporum

Fonte: Santos et al., (2022)

4.6.3 Bipolaris

Esse fungo ataca tanto os frutos quanto os cladédios em condi¢des de temperatura entre
25 e 30 °C. Inicialmente, causa lesdes necroticas de coloracdo alaranjada, que podem evoluir
para a podriddo total dos tecidos. Para prevenir seu ataque, recomenda-se a remocdo das
flores apds a polinizacdo, uma vez que o patdgeno surge e se desenvolve comumente nos
botdes florais. As perdas causadas podem chegar a 44% do fruto (SANTOS et al. 2022),

conforme pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 - Podridao em frutos de pitaia causada por bipolares

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4.6.4 Podriddo por Rhizopus

Rhizopus sp. € um fungo oportunista que necessita de uma porta de entrada para infectar
o fruto, embora seja considerado um fungo infeccioso. Seu controle torna-se mais simples
quando se evitam condi¢des favordveis, como o contato dos frutos com botdes florais, o que

j& permite reduzir significativamente sua incidéncia (SANTOS et al., 2022) (Ver Figura 4).

Figura 4 - Podridao em frutos de pitaia causada por Rizhopus

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.7 Género Fusarium

Espécies do género Fusarium sdo responsdveis por indmeros ataques a diversas
espécies de plantas. Ele foi descrito pelo micologista alemao Link pela primeira vez em 1809
e listado por Fries (1821) na taxonomia, onde foi classificado como pertencente a familia
Nectriaceae, ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota. Grandes
mudangas vém ocorrendo nos ultimos anos na taxonomia do género Fusarium, modificando,
consequentemente, o conceito de espécie apresentado, envolvendo os conceitos morfolégico,
bioldgico e filogenético (NIKITIN er al. 2023).

As espécies do género Fusarium siao comumente classificadas como fungos
transmitidos pelo solo devido a sua alta presenca nesse ambiente e a frequéncia com que se
associam as raizes das plantas (TORBATI er al. 2021; HILL et al. 2022). Atualmente, o

género Fusarium inclui cerca de 300 espécies descritas, embora se acredite que ainda existam
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muitas ndo identificadas. O género abrange espécies com diferentes modos de vida, como
saprofitas, parasitas, endofitas, fitopatogénicas, mutualistas e patogé€nicas de animais
(TOGHUEO, 2020; TORBATTI et al. 2019; SOUFIANI; ABRINBANA; POURALIBABA,
2025). Algumas apresentam capacidade de se transformar, em resposta a mudancas na
imunidade da planta (NELSON et al. 2020; LI et al. 2020; HILL et al. 2022), assim como de
estabelecer uma relacdo simbidtica obrigatéria como enddfitos mutualisticos, adotando uma
forma de vida micorrizica (HILL et al. 2022).

Fusarium € um género relevante, capaz de produzir diversos metabdlitos secundérios
exclusivos (LI et al. 2020). Entre eles, destacam-se as micotoxinas, como 4acido fusarico,
zearalenona, fusarinas, fumonisinas, beauvericina, moniliformina e tricotecenos, que podem
ser toxicas para plantas, animais e humanos (LI er al. 2020; NIEHAUS et al. 2016;
SANCHEZ, 2024).

Como ¢ um dos géneros de fungos filamentosos responsaveis por doencas de grande
impacto agrondmico (como podriddes, ferrugens, doengas vasculares e cancros), o Fusarium
afeta uma ampla variedade de culturas, tanto antes quanto ap6s a colheita, tornando-se um dos
patégenos mais estudados e distribuidos em todas as regides do mundo (TORRES-CRUZ et
al. 2022). As micotoxinas produzidas pelas espécies patog€nicas sdo responsdveis por
doencas em plantas e podem se infiltrar na cadeia alimentar, resultando em intoxicacdes e
riscos a saude de seres humanos e animais (LIN et al. 2023).

As espécies de Fusarium sdo prevalentes no ambiente, mas raramente reconhecidas
como patdgenos em humanos, afetando geralmente individuos imunocomprometidos. Trata-
se, portanto, de um patégeno que causa perdas e danos ndo apenas na agricultura, mas
também em seres humanos (DURAND, 2017). Suas espécies sao frequentemente destrutivas,
pois além de colonizar o sistema vascular das plantas, podem persistir no solo por longos
periodos (BANAKAR et al. 2025).

As identificagcdes utilizadas para classificar as espécies de Fusarium consideram trés
aspectos com base nas semelhangas entre as estruturas observadas: (I) os caracteres
morfologicos, também chamados de marcadores morfoldgicos; (II) os caracteres bioldgicos,
relacionados a compatibilidade sexual entre individuos da mesma espécie; e (I1I) os caracteres
genéticos, referentes as sequéncias de DNA e a relacdo filogenética entre espécies
(O’DONNELL et al. 2000; SUMMERELL; SALLEH; LESLIE, 2003).

Para a identificag@o e separacdo mais precisa das espécies de Fusarium, novas técnicas

moleculares vém sendo estudadas, com foco em sequéncias de DNA e andlises filogenéticas
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(CROUS et al. 2021; CROUS et al. 2022; GEISER et al. 2021; LOMBARD et al. 2019;
O’DONNELL et al. 2022; YILMAZ et al. 2021).

Gragas as investigacOes filogenéticas moleculares, descobriu-se que o género
Fusarium estd distribuido em 23 linhagens monofiléticas, chamadas complexos de espécies
(GEISER et al. 2021; O’DONNELL et al. 2022). Consideradas de grande relevancia tanto
para patologistas de plantas quanto para micotoxicologistas, essas linhagens integram seis
complexos principais: o complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC); o complexo de
espécies Fusarium oxysporum (FOSC); o complexo de espécies Fusarium solani (FSSC); o
complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC); o complexo de espécies
Fusarium sambucinum (FSAMSC); e o complexo de espécies Fusarium tricinctum (FTSC)

(O’DONNELL et al. 2022).
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S METODOLOGIA

5.1 Obtencao dos frutos

O material utilizado para o isolamento foi o fruto da pitaia (Hylocereus
constaricensis), fornecido pela empresa DS INDUSTRIA COM. E EXP. LTDA, localizado
no Perimetro irrigado Tabuleiro de Russas, S/N Lotes C3/334 — Zona Rural — CEP: 62900-
000 Russas/CE — Brasil; e da empresa Pitaya Tropical - Projeto irrigado Jaguaribe Apodi,
localizada na chapada do Apodi, S/N Lote E52 - Zona Rural — CEP: 629300-000 - Limoeiro
do Norte- CE.

Apbs o recebimento dos frutos no laboratério do mestrado do Instituto Federal de
Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard — Campus Limoeiro do Norte, eles foram
submetidos a uma lavagem e desinfeccio para eliminar patégenos oportunistas de
contaminacdo ambiental. Os frutos foram colocados em um recipiente contendo uma solucao
de hipoclorito de sédio (1400 mL de hipoclorito a 1% para 800 mL de dgua) por 3 minutos.
Depois, eles foram retirados e colocados em dgua ADE (dgua destilada esterilizada) por 30
segundos, repetindo esse procedimento. Apds esse periodo, foram colocados para secar em

papel Kraft, esperando até sua secagem por completo.

Figura 5: Frutos de pitaia em processo de higienizacdo (A); Frutos em processo de secagem
(B); Frutos em cadmara timida para desenvolvimento de fungos (C).

3 b\ .

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Em seguida, os frutos foram colocados em uma placa de Petri devidamente
esterilizada em estufa a 170 °C por 30 minutos, dentro de um recipiente com papel umedecido
no fundo, contendo 100 mL de 4gua destilada autoclavada (ADE), sendo posteriormente

vedado com tampas, formando uma camara umida, ambiente propicio ao desenvolvimento e a
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esporulacdo fungica. Esse procedimento é conhecido como método direto de isolamento,
proposto por Alfenas et al. (2007). Apds cinco dias, observaram-se esporos flingicos nas cores
preta, cinza e branca. Esses esporos foram, entdo, levados ao laboratério de microbiologia
para a preparacdo de laminas destinadas a identificacdo. A Figura 5 apresenta as etapas do

processo de higienizacio dos frutos.

5.2 Preparacao de laminas para identificacao

Em laboratério, foi extraida a massa de micélio presente nos frutos de pitaia, sendo
colocada sobre uma lamina. Em seguida, foi adicionada uma solu¢do composta por 1 mL de
glicerina liquida e 1 mL de 4dgua, na proporcao de 1:1.

Posteriormente, uma laminula foi posicionada sobre a amostra, que foi entdo
examinada ao microscopio 6ptico. Durante a observagado, os focos de esporos fingicos foram

observados, e imagens (fotografias e videos) foram capturadas para posterior identificacao.

5.3 Cultivo de fungos: isolamento direto e indireto

Os esporos dos fungos que se desenvolveram nos frutos foram inoculados em placas
contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e, em seguida, mantidos em estufa a
temperatura ambiente, pois esta se encontrava desligada. Apds uma semana, periodo médio
para o crescimento dos fungos, as laminas para observacao e confirmacao dos mesmos foram
preparadas. O conteido das laminas foi transferido para novas placas com meio de cultura
BDA, visando ao isolamento dos fungos presentes.

Esse método foi utilizado inicialmente para a identificacdo dos primeiros fungos.
Posteriormente, as placas com os fungos cultivados foram encaminhadas ao laboratério de
Fitopatologia da UFERSA — Universidade Federal Rural do Semidrido, localizada em
Mossord, Rio Grande do Norte, para andlises e procedimentos subsequentes. Amostras dos
frutos também foram submetidas ao método de isolamento indireto, proposto por Alfenas et
al. (2007), que consiste na transferéncia de por¢des infectadas do tecido do hospedeiro para o
meio de cultura BDA.

A metodologia descrita por Alfenas et al. (2007) foi utilizada para o cultivo de fungos,
envolvendo inicialmente o isolamento direto. Esse método consiste na transferéncia do 6rgao

infectado pelo patégeno para um meio de cultura, utilizando um estilete.
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5.4 Purificacao de fungos

A purificagc@o dos fungos foi realizada por dois métodos: monosporizagdo e ponto de
hifa. O primeiro foi o de monosporizagao, que consiste na diluicao seriada de uma coldnia de
fungos, a fim de obter culturas puras. Esse processo seguiu o protocolo do laboratério da
UFERSA, na qual primeiramente foi selecionada uma placa contendo uma colonia de
Fusarium. Esta foi levada a uma camara de fluxo, onde a colonia foi misturada com 10 mL de
dgua previamente autoclavada por duas vezes. Utilizando uma alca de inoculagdo, a colonia
foi raspada e homogeneizada na dgua.

Em seguida, 1 mL dessa suspensdo foi transferido para um tubo contendo 10 mL de
dgua autoclavada, criando uma suspensdo de esporos apds agitacdo. A diluicdo seriada dos
esporos iniciou-se com a coleta de 1 mL da suspensdo inicial, adicionada a um tubo com 9
mL de dgua autoclavada. Esse processo foi repetido cinco vezes, resultando em uma dilui¢ao
final de 1x107>.

Ap6s o preparo das dilui¢des, 1 mL de cada suspensdo foi transferido para placas
contendo meio de cultura BDA. Com o auxilio de uma alca de inoculacdo esterilizada, a
suspensao foi espalhada pelo meio. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C por 24 horas.
Ap0s esse periodo, selecionaram-se as colonias monospdricas a partir das diluicdes em que os
mondsporos estavam mais visiveis e separados, especialmente nas placas da dilui¢io 1x1075.
Os esporos foram transferidos para novas placas utilizando uma seringa esterilizada. O
procedimento foi realizado com duas coldnias de Fusarium, inicialmente observadas como
possiveis colonias de espécies distintas.

Em seguida, esses mondsporos foram encaminhados ao laboratério de Microbiologia
do IFCE — Campus Limoeiro do Norte, e incubados em BOD a 25 °C, com observacao didria
de seu desenvolvimento.O processo de monosporizagdao é fundamental para a obtengdo de
culturas fungicas puras, permitindo estudos detalhados sobre a morfologia, fisiologia, genética
e outros aspectos bioldgicos dos fungos.

O segundo método de purificacdo foi o de ponta de hifa, proposto por Alfenas et al.
(2007), que consiste na transferéncia da extremidade de uma hifa (estrutura filamentosa do
fungo) de uma placa replicada para outra placa. Para esse isolamento, utilizou-se uma placa
em estdgio inicial de crescimento fungico. Com o auxilio de uma seringa e de uma lupa, foi

possivel observar e selecionar precisamente a ponta da hifa. Apds a retirada, a hifa foi
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transferida para uma nova placa de Petri, permitindo seu crescimento e desenvolvimento, de
modo a isolar um fungo especifico.

Esse processo criterioso garante que apenas o fungo desejado seja cultivado,
eliminando a presenca de outros organismos e possibilitando estudos mais precisos sobre o

patdgeno isolado.

5.5 Preservacao de fungos

O processo seguiu o protocolo do laboratério de fitopatologia da UFCA-Cariri, onde o
mesmo segue o método de Castellani de preservacdo. Inicialmente, eppendorfs de 1,5 mL
contendo dgua destilada foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C. Apés a autoclavagem,
os tubos foram deixados sobre a bancada para esfriar em condi¢des ambiente. No dia
seguinte, os eppendorfs foram abertos cuidadosamente dentro de uma cdmara de fluxo
laminar, previamente esterilizada com luz ultravioleta UV por 20 minutos.

Na mesma camara, placas contendo fungos foram abertas, uma de cada vez, para a
retirada de discos fungicos com o auxilio de uma ponteira de pipeta automaética esterilizada.
Cada eppendorf recebeu cinco discos de meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose) que
continha crescimento miceliais de colonias flingicas, sendo posteriormente selados com filme
plastico, que também foi previamente esterilizado na cdmara de fluxo. Este procedimento foi

realizado 5 vezes, sendo uma vez para cada tipo de fungo.

5.6 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi conduzido em etapas sequenciais para verificar a
associacao entre os fungos isolados e os sintomas observados na pitaia. Inicialmente, realizou-
se o teste preliminar antes da purificacdo dos isolados, com o objetivo de confirmar que os
fungos purificados seriam os mesmos que cresceriam nos frutos. Apds o isolamento e
purificacdo, os fungos foram inoculados nos frutos, com os procedimentos realizados em
duplicata.

Os frutos foram submetidos a assepsia, sendo imersos em solu¢do de hipoclorito de
sodio a 1,5% por trés minutos. Em seguida, foram lavados com 4gua destilada esterilizada em

autoclave (120°C por 15 minutos) e dispostos sobre papel Kraft para secagem.
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Foi preparada uma suspensdo de esporos, cuja concentracdo foi determinada com
auxilio da camara de Neubauer. A contagem foi realizada duas vezes, e a média foi calculada
utilizando a férmula (L1+L2) /2=MEDIA. O valor médio obtido foi multiplicado por 50.000
para estimar o nimero total de esporos na suspensido. Com base no C1V1=C2V?2 e utilizando
um fator de correcao de 50.000, preparou-se uma diluicdo de 10° esporos por ml. Esse
processo foi realizado no primeiro teste de patogenicidade, que foi essencial para definir a
quantidade da solucdo de suspensdo que seria utilizada nos testes de patogenicidade
realizados posteriormente (CALIGIORE-GEI; VALDEZ, 2015).

Apoés a secagem, os frutos foram dispostos em bandejas, nas quais foram feitos dois
furos com o auxilio de uma ponteira de pipeta automdtica estéril. Em um dos furos, foi
aplicado 2 puL da suspensao de esporos (10"—6) com pipeta; no outro, adicionou-se um disco
de BDA com sete dias de crescimento micelial fungico, retirado com uma ponteira de pipeta
automdtica de 8 mm devidamente esterilizada. Para favorecer o desenvolvimento dos fungos,
as bandejas foram cobertas com sacos plasticos transparentes, formando camaras umidas e
criando um ambiente propicio ao crescimento fungico. O teste foi realizado seguindo os
postulados de Koch, conforme descrito por Luo et al. (2014). Essa metodologia possibilitou a
inoculacdo de frutos assintomdticos com os fungos isolados, permitindo observar o
desenvolvimento de sintomas. Os sintomas registrados nos frutos inoculados foram
comparados com os inicialmente observados, possibilitando a avaliacdo da patogenicidade

dos i1solados.

5.7 Extracdo de DNA e amplificacao de PCR (Reaciao em Cadeia da Polimerase)

Inicialmente, foram identificados os microtubos de plastico com fundo c6nico de 2 mL
contendo quatro microesferas de vidro (beads) esterilizadas, utilizando cddigos
correspondentes a cada amostra.

Os isolados fungicos foram previamente cultivados por sete dias em meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar), sobreposto com uma membrana semipermedvel de celofane, e
mantidos a 25 °C. Os micélios aéreos foram coletados com o auxilio de uma ponteira de
pipeta esterilizada e transferidos para os microtubos previamente identificados.

O DNA gendmico foi extraido com o Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corporation, Fitchburg, EUA), conforme as instru¢cdes do fabricante. As

concentracdes de DNA foram determinadas visualmente por meio de eletroforese em gel de
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agarose a 1%, comparando a intensidade da banda com um marcador de peso molecular com
escala de 1 kb (Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder; Axygen Scientific Inc., Union City, EUA).

Depois da extracdo do DNA, as amostras foram submetidas ao PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) para amplificagdo dos genes EF1-a (fator de alongamento da tradugdo
1-a), utilizando os oligonucleotidios EF1 (5'-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3') e EF2
(5- GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3") (O’ DONNELL et al,, 1997), enquanto para a
segunda maior subunidade da RNA polimerase II (RPB2), com os oligonucleotidios RPB2-
5F2 (5'- GAYGAYCGTGATCACTTYGG-3") (REEB, LUTZONI, ROUX, 2004) e RPB2-
7cR (5'- CCCATRGCYTGYTTRCCCAT-3") (LIU et al., 1999). Foram usados para
amplificacio por PCR os componentes: 6,25 pL de GoTaq® Green Master Mix (2X)
(Promega Corporation), 0,5 uL de cada primer, 4,25 pL de Agua nuclease-Free e 1 pL de
DNA, totalizando 12,5 uL. Para essa analise, faz-se necessario o uso de 1 uLL de um controle
negativo, ou seja, que ndo possua DNA. Com isso, o0 mesmo foi incluido em todas as reagdes
de PCR.

Com o uso de um termociclador Biocycler MJ 96 (Applied Biosystems, Waltham,
EUA), as reacdes foram realizadas, utilizando as seguintes condigdes:

e Para EFI-o - desnaturagdo inicial a 94 °C por 1 min, seguida por 34 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 50 °C por 45 s, extensdo a 72 °C
por 1 min e uma extensdo final a 72 °C por 5 min;

e Para RPB2 - desnaturacdo inicial a 94 °C por 90 s, seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 90 s, extensdo a 68 °C
por 2 min e uma extensao final a 68 °C por 5 min.

O PCR e os produtos gerados pela sua amplificacdo foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 1% em Tris-acetato 1.0 x dcido EDTA (TAE), corados com GelRed ™
(Biotium Inc., Hayward, EUA) e, em seguida, fotografados sob luz ultravioleta (UV).
Utilizando o kit de purificacio NucleoSAP® (Cellco Biotec do Brasil Ltda, Brasil), os
produtos de PCR foram purificados seguindo as instrugdes do fabricante e sequenciados em
ambas as direcdes com os mesmos oligonucleotidios da amplificagdo usando um sequenciador
ABI PRISM 3100 - Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems), disponivel na Plataforma
de Sequenciamento do Laboratério Central do Centro de Biociéncias (LABCEN/CCB) da
Universidade Federal de Pernambuco, localizada em Recife, Brasil (SANTOS 2022). A Foi
utilizado o software Staden Package® v. 2.0 para analisar os cromatogramas gerados pelo

sequenciamento dos genes EF1-a ¢ RPB2 dos isolados e para a montagem das sequéncias
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(STADEN et al., 1998). As sequéncias obtidas foram alinhadas com o programa ClustalX v.
1.83 (THOMPSON et al., 1997), no software MEGA v. 7.0 (KUMAR et al., 2016), sendo os
loci individuais ajustados manualmente quando necessario.

Sequéncias de isolados de referéncia de Fusarium foram obtidas do GenBank e
incluidas no alinhamento multiplo de cada gene. O método de Maxima Verossimilhanca
(MV) foi empregado para as andlises filogenéticas, tanto para os genes individualmente
quanto para os combinados. As sequéncias obtidas foram comparadas com as de isolados de
referéncia de espécies de Fusarium, considerando a base de dados FUSARIOID-ID
(https://www.fusarium.org/) e os trabalhos mais recentes publicados sobre espécies do
complexo FFSC.

Com o auxilio do programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2018), as analises de MV foram
realizadas utilizando o modelo GTR + I + G, com 1000 repetiches para estimar a

confiabilidade dos ramos das arvores filogenéticas geradas

Figura 6 apresenta, de forma esquematica, as etapas para o processo de amplificacao

por PCR.

5.8 Analise filogenética

Foi utilizado o software Staden Package® v. 2.0 para analisar os cromatogramas
gerados pelo sequenciamento dos genes EF1-a e RPB2 dos isolados e para a montagem das
sequéncias (STADEN et al., 1998). As sequéncias obtidas foram alinhadas com o programa
ClustalX v. 1.83 (THOMPSON et al.,, 1997), no software MEGA v. 7.0 (KUMAR et al.,
2016), sendo os loci individuais ajustados manualmente quando necessdrio.

Sequéncias de isolados de referéncia de Fusarium foram obtidas do GenBank e
incluidas no alinhamento multiplo de cada gene. O método de Maxima Verossimilhanca
(MV) foi empregado para as andlises filogenéticas, tanto para os genes individualmente
quanto para os combinados. As sequéncias obtidas foram comparadas com as de isolados de
referéncia de espécies de Fusarium, considerando a base de dados FUSARIOID-ID

(https://www.fusarium.org/) e os trabalhos mais recentes publicados sobre espécies do

complexo FFSC.
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Com o auxilio do programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2018), as andlises de MV foram
realizadas utilizando o modelo GTR + I + G, com 1000 repeticbes para estimar a

confiabilidade dos ramos das drvores filogenéticas geradas

Figura 6 - Esquema ilustrativo da metodologia de realiza¢do da PCR.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024) com uso da plataforma BioRender.com.

5.9 Isolamento de fungos dos solos

As amostras foram coletadas dos lotes dos Perimetros irrigados do Tabuleiro de
Russas, S/N Lotes C3/334 — Zona Rural — CEP: 62900-000 Russas/CE — Brasil e Pitaya
Tropical - Projeto irrigado Jaguaribe Apodi, localizada na chapada do Apodi, S/N Lote E52 -
Zona Rural — CEP: 629300-000 - Limoeiro do Norte- CE. A incubagdo das amostras de solo
foi realizada apds a esterilizacdo das amostras coletadas das dreas de cultivo das pitaias de
uma empresa parceira.

Inicialmente, 10 gramas de cada amostra foram pesadas e esterilizadas na camara de
fluxo laminar. Em seguida, as amostras de solo foram submetidas a uma suspensdao em 90 mL
de dgua peptonada a 0,1%, esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos. O objetivo
dessa suspensdo foi liberar os esporos e fragmentos de micélio presentes no solo para o meio
de cultura. A mistura foi homogeneizada por agitagdo manual e descanso por 10 minutos,
garantindo a completa distribuicdo dos componentes.

Para o isolamento dos fungos, foi aplicada a técnica de diluicdo seriada com

inoculagdo em placas de Petri, adaptada conforme o método descrito por Barnett, Hunter
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(1998) e Tortora et al. (2012). Apés a homogeneizacdo da suspensio, 1 mL da solu¢do de solo
foi retirado e transferido, com o auxilio de uma pipeta automatica estéril, para um tubo de
ensaio contendo 9 mL de dgua peptonada estéril, configurando a dilui¢do 102 O
procedimento foi repetido sequencialmente até obter a dilui¢do de 10°. Aliquotas de 1 mL de
cada diluicdo foram transferidas para placas de Petri contendo o meio de cultura dgar batata
dextrose (BDA) com antibi6tico tetraciclina. As aliquotas foram espalhadas sobre a superficie
do meio com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, garantindo a completa absor¢do. Ao todo, 24
placas foram utilizadas para o isolamento dos fungos presentes nas amostras de solo, e todos
esses procedimentos foram realizados dentro da camara de fluxo laminar devidamente
esterilizada.

ApOs a inoculagdo, as placas foram identificadas e incubadas a 28 °C. A partir do
terceiro dia de incubacdo, as placas foram observadas, e as colonias brancas formadas foram
transferidas (com o auxilio de uma seringa e agulha) para novas placas de Petri com meio
BDA e tetraciclina, com o objetivo de purificar as culturas. O crescimento micelial foi
monitorado com o auxilio de um microscépio estereoscopio. Em alguns casos, ocorreram
contaminagdes nas culturas isoladas, o que resultou na realizacdo de novos repiques em meio

BDA para garantir a pureza das culturas.
5.10 Isolamento de fungos de raiz

As amostras de solo provenientes de Tabuleiro de Russas e da Chapada do Apodi
foram levadas ao Laboratério de Microbiologia do IFCE — Campus Limoeiro do Norte, onde
foram retiradas as raizes misturadas ao solo. Em seguida, as raizes foram lavadas em &4gua
corrente para remoc¢ao do excesso de solo aderido. Posteriormente, foram submetidas aos
procedimentos de higienizacio, os mesmos utilizados para a desinfecc¢ao dos frutos.

Ap6s a secagem, aplicou-se o método de isolamento indireto proposto por Alfenas et
al. (2007), adaptado em virtude da auséncia de por¢des visivelmente infectadas, uma vez que
as raizes superficiais eram estruturalmente finas e penetradas. Assim, estas foram cortadas e
colocadas em meio de cultura BDA, mantido em estufa a temperatura entre 25 e 30 °C, de
acordo com a variacao ambiente. Apds dois dias, observou-se o crescimento micelial, que foi
separado em placas com o objetivo de isolar as coldnias para posterior observacdo em laminas

microscopicas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Identificacao de Fungos

Observou-se uma colecdo de cinco isolados obtidos de frutos sintométicos por meio do
isolamento direto e dois obtidos pelo método de isolamento indireto de pitaia do Vale do
Jaguaribe, fornecidos pela empresa DS Industria Com. e Exp. Ltda.

No primeiro método empregado, foi possivel identificar uma maior diversidade de
espécies de fungos. Contudo, durante o processo de desenvolvimento, os fungos dos géneros
Bipolaris e Curvularia nao apresentaram crescimento adequado para dar continuidade as
etapas subsequentes do isolamento, impossibilitando sua obtengao.

O género Rhizopus é conhecido por causar podridao mole em frutas e vegetais durante
a pos-colheita. Embora tradicionalmente seja considerado um sapréfito (MESQUIDA PESCI
et al., 2025), também pode atuar como fungo oportunista, aproveitando-se de danos causados
aos frutos durante a colheita, transporte e armazenamento. Esse risco aumenta principalmente
quando os frutos entram em contato com botdes florais da planta, locais em que o fungo pode
se instalar e causar contaminacdo (SANTOS et al., 2022). Devido a essas caracteristicas,
Rhizopus ndo foi considerado neste estudo, mas serd avaliado em trabalhos posteriores.

Na Figura 7 observa-se o processo utilizado para o isolamento dos fungos, que seguiu
o método de isolamento direto. Em seguida, na Tabela 1, sdo apresentados os isolados obtidos

pelo primeiro método.

Figura 7 - Método de Isolamento Direto
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Fonte: Elaborada pela autora (2024) com uso da plataforma BioRender.com.
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Tabela 1 - Métodos de Isolamento de fungos.

Fusarium 1 Colletotrichum
Fusarium 2 Lasiodiplodia Tabuleiro de Russas/
Bipolares Fruto Chapada do Apodi
Curvullaria
Rizophus

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Os esporos de Fusarium (

Figura 8) podem surgir como microconidios, que sdo menores e tém forma ovalada. Ja
os macroconidios sdo conidios segmentados, com septos que os dividem. Os clamidésporos,
por sua vez, sdo esporos de resisténcia que se formam intercalados ao longo da hifa ou nas
suas extremidades, em posicdo terminal. Essas variacOes na estrutura dos esporos sio
essenciais para a identificacdo dos fungos (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Nas placas
mostradas na Figura 8, temos placas com as duas espécies diferentes de Fusarium
encontradas, podendo ser observada a diferenca entre as colonias formadas nas placas, porém,

microscopicamente nio foi possivel observar suas diferencas.

Figura 8 - Imagens das duas espécies de Fusarium em placas e uma imagem microscopica de
esporos de Fusarium

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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A Figura 9 evidencia o gé€nero Bipolares. Estes fungos podem apresentar conidios

curvos com coloragdo marrom, extremidade afuniladas e apresenta de cinco a onze septos

(COSTA, SILVA, COTA, 2014).

Figura 9 - Imagem microscépica de esporo de Bipolares

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O fungo Cuvullaria (Figura 10) tem como sua principal caracteristica, conidios

curvos, sendo semelhante ao formato de bumerangue, apresentando coloragdo amarronzada
(MANAMGODA et al. 2015).

Figura 10 - Imagem microscépica de um emaranhado de esporos de Cuvullaria

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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O género Rizophus € caracterizado por ter os esporangios de cor preta ou marrom
escuro, com forma globular, como € evidenciado na Figura 11 (SANTOS, SANTOS,
CASTRO, 2019).

Figura 11 - Imagem microscépica de esporo de Rizophus

r

.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

No segundo processo de isolamento, que consistiu em retirar um pedaco do fruto
lesionado e coloca-lo em meio de cultura para observar o aparecimento dos fungos causadores
da lesdo, foram identificados os fungos Lasiodiplodia e Colletotrichum através do método de
isolamento indireto (WANG et al., 2020). A Figura 12 segue o processo de isolamento

indireto.

Figura 12 - Método de Isolamento Indireto
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Fonte: Elaborada pela autora (2024) com uso da plataforma BioRender.com.



39

Na figura 13, tem-se a imagem do Colletotrichum, identificado pelo método indireto.
A estrutura de um fungo € formada por hifas, esporangios e esporos, incluindo macroconidios
e microconidios. Essas caracteristicas estruturais permitem uma identificacao preliminar do
género do fungo, j4 que cada espécie apresenta uma morfologia tnica. Por exemplo, o
Colletotrichum possui esporos que se assemelham a bastonetes transparentes (PULLEN et al.,

2025).

Figura 13 - Imagem microscépica de esporo de Colletotrichum
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

No caso de Lasiodiplodia, seus esporos também apresentam formato de bastonetes,
mas variam quanto a cor e a septacdo: alguns sdo escuros e septados, enquanto outros sao
transparentes. Essa diferenca estd relacionada a idade dos esporos, sendo os mais escuros os
mais antigos (ALVES et al., 2008).

Aliada a identificacdo do género, a observacao dos frutos infectados (Figura 15: Fruto
de pitaia — (A) Antracnose causada por Colletotrichum sp.; (B) Podridao causada por
Fusarium sp.; (C) Podriddo causada por Bipolaris; e (D) Podriddao causada por Rhizopus)
indica sintomas de doencas provocadas pelos fungos citados ao longo do trabalho.

A antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides é uma das doengas vegetais
mais destrutivas do mundo, ocupando o oitavo lugar entre as doencas pds-colheita. As perdas

anuais atribuidas a essa doenga somam pelo menos dezenas de bilhdes de délares em escala
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mundial, afetando diversas frutas, como manga, tomate, maca e figo, entre outras (WU et al.,

2023).

Figura 14 - Imagem microscépicas de esporos mais velhos de Lasiodiplodia

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Figura 15: Fruto de pitaia (A) - Antracnose causada por Colletotrichum sp; (B) - Podridao
causada por Fusarium sp; (C) - Podridao causada por Bipolares e (D) - Podriddo causada por
Rizhopus

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Conforme apontado por Wang e Wu (2020), o fungo Colletotrichum possui grande
importancia econdmica em diversas culturas, o que ressalta a necessidade da realizacdo de
PCR para identificar a espécie especifica responsdvel pelos danos na cultura estudada,
possibilitando um controle mais eficaz, especialmente no contexto do manejo organico da
pitaia.

O género Fusarium, introduzido por Link em 1809, merece destaque, pois atualmente
engloba 431 espécies e 3.558 isolados e hibridos ndo classificados, conforme as listas de
taxonomia do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Esses fungos
apresentam ampla variedade de estilos de vida e ciclos de infec¢do, explorando diferentes
ambientes, hospedeiros, nichos ecolégicos e fontes de nutrientes (ARMER et al., 2024).

O fungo Fusarium se destaca por causar a podriddo de Fusarium na pitaia, uma
doenca com impacto econdmico significativo em diversas culturas agricolas. Seus sintomas
incluem murcha, podriddo em caule, raizes e frutos, além de manchas nas flores e
descoloracdo de sementes. A identificacdo correta da espécie € essencial, pois cada uma pode
ocasionar danos distintos e requerer estratégias especificas de controle (YANG et al., 2022).

Considerando a diversidade de espécies de Fusarium, Colletotrichum e Lasiodiplodia,
e levando em conta fatores como regido, tipo de solo, condi¢des climaticas, praticas pos-
colheita e a cultura em que se desenvolvem, foram selecionadas previamente os isolados
identificados como Fusarium para dar seguimento ao estudo. As colonias foram repicadas, e o

resumo dos fungos isolados estd apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 : Codificagao dos fungos escolhidos

Espécie Substrato Codificacao
Fusarium 1 Primeiro isolamento F1.1
Fusarium 1 Replicacio do isolamento F1.2
Fusarium 2 Replicacio do isolamento F2.2

Colletotrichum/Fusarium Primeiro isolamento F4

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Realizou-se o teste de patogenicidade para confirmar a capacidade patogénica dos
fungos. Esses testes foram conduzidos conforme o protocolo estabelecido, e os resultados
estdo ilustrados nas Figuras 16 e 17. Na Figura 16, observa-se o primeiro dia de

acompanhamento do experimento de patogenicidade.
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Figura 16 - Teste de patogenicidade — Dia 1 Pitaia controle (A); Fungo F 1.1 (B); Fungo F 4
(C); Fungo F 1.2 (D) e Fungo F 2.2 (E).

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Na Figura 16, a imagem 16A, correspondente ao controle, apresenta apenas o
ferimento, sem quaisquer alteracdes visuais além da cicatriza¢do natural do fruto. Na imagem
16B, evidenciam-se manchas escurecidas ao redor do ferimento, associadas a um aspecto
lesional mais pronunciado, bem como a presenga de micélio branco desenvolvido no interior
da lesdo. J4 na imagem 16C, também sdo verificadas manchas escuras, embora em menor
extensdo em comparacao ao fruto anterior, acompanhadas de crescimento micelial branco em
parte da lesdo.

No fruto representado pela Figura 16D, observa-se um crescimento micelial mais
intenso e evidente em relacdo aos demais. Por sua vez, no fruto 16E, o crescimento micelial
manifesta-se predominantemente em um dos lados do ferimento, apresentando-se de forma
bastante visivel, acompanhado de altera¢des no tecido circundante, caracterizado por manchas
claras.

Dessa forma, desde o primeiro dia de observacdo, os resultados do teste de
patogenicidade demonstraram que todas as cepas fungicas testadas apresentaram capacidade

fitopatogénica sobre a espécie de pitaia em estudo. Entretanto, a continuidade do experimento
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mostrou-se necessdria para monitorar a evolu¢do e a intensidade do ataque fungico ao longo

do tempo.

Figura 17: Teste de patogenicidade — Dia 4 Pitaia controle (A); Fungo F 1.1 (B); Fungo F 4
(C); Fungo F 1.2 (D) e Fungo F 2.2 (E).

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Observou-se que, no fruto controle 17A, embora tenha ocorrido desenvolvimento
flingico nas brécteas, o ferimento causado no teste permaneceu sem apresentar sintomas de
doenca além da cicatriza¢@o natural. Na Figura 17B, nota-se o desenvolvimento exacerbado
de micélio em todo o ferimento, diferindo da Figura 17C, onde o crescimento micelial foi
menos intenso; entretanto, este fruto apresentou manchas necréticas em coloracdo marrom-
amarelada, em progressao ao longo da lesao.

Nas Figuras 17D e 17E, verificam-se ferimentos com desenvolvimento micelial
semelhantes, porém, na imagem 17D, as manchas s3o mais escuras em comparagdo as

observadas na imagem 17E, confirmando o resultado registrado desde o primeiro dia do teste.
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Ao final do experimento de patogenicidade, foi realizado o corte da pitaia,
evidenciando os danos internos causados pelo fungo ao fruto apds quatro dias de ensaio

(Figura 18).

Figura 18 - Experimento Retirada - Pitaia controle (A); Fungo F 1.1 (B); Fungo F 4 (C; Fungo
F 1.2 (D) e Fungo F 2.2 (E).

Fonte: Elaborada pela autora (2024). .

Ao longo do periodo de estudo, foi possivel observar o desenvolvimento de micélio
nos ferimentos dos frutos, evidenciando a patogenicidade dos agentes. Ao final do
experimento, realizou-se o corte dos frutos para avaliar o desenvolvimento interno das
infec¢des fitopatogénicas.

Na Figura 18A, correspondente ao fruto controle, ndo se observam ataques internos. Ja
na Figura 18B, verifica-se crescimento micelial interno, acompanhado de coloracao
vermelho-escura ao redor do ferimento. Na Figura 18C, nota-se uma colora¢do bastante
escura, semelhante a de vinho. Na Figura 18D, observa-se crescimento micelial interno mais
intenso, com a lesdo apresentando-se mais evidente do que nas demais figuras, além de uma
colorag@o vermelho-escura que se estendeu pela lateral do fruto. Por sua vez, na Figura 18E, a
lesdo interna restringe-se a regido ao redor do ferimento, apresentando inicialmente coloragdao

amarronzada que evolui para tons avermelhados.
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De modo geral, em todos os frutos inoculados com coldnias flngicas foram
observados aspectos necréticos, tanto externos quanto internos, comprometendo ainda mais a
qualidade do fruto.

Ap6s a diagnose da patogenicidade, prepararam-se laminas a partir das lesdes (Figura

19), a fim de comparar os esporos presentes com os dos fungos previamente inoculados

Figura 19: Laminas preparadas a partir das pitaias do teste de patogenicidade - Pitaia controle
(A); Fungo F 1.1 (B); - Fungo F 4 (C); Fungo F 1.2 (D) e Fungo F 2.2 (E).

® O

P

F

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Pode-se observar a presenca de esporos em todas as laminas feitas a partir das lesdes,
inclusive no fruto controle, conforme demonstrado na Figura 19, imagens A e B. A presenca
desses esporos foi atribuida a fungos previamente existentes no fruto, possivelmente
localizados em suas brécteas.

Observou-se ainda o surgimento de um esporo distinto, pertencente a um género
diferente dos demais; contudo, tal ocorréncia ndo foi aprofundada, uma vez que ndo constituia
o foco deste estudo.

Nas demais imagens (Figura 19, C, D, E e F), evidenciam-se esporos caracteristicos do

género Fusarium, com morfologia semelhante entre si.
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6.2 PCR e Analise Filogénica

As sequéncias dos genes EF1-o e RPB2 foram comparadas com as de espécies
pertencentes ao mesmo complexo, realizando-se a andlise de Maxima Verossimilhanca (MV)
para cada gene separadamente, bem como para as sequéncias concatenadas (EF1-a + RPB2).
De acordo com as andlises filogenéticas, os isolados do FFSC obtidos de frutos de pitaia
pertencem ao género Fusarium, sendo dois deles identificados como Bisifusarium dimerum e
Fusarium falciforme (também conhecido como Neocosmospora falciformes) (GEISER et al.,
2021), integrante do Clado 3 do Fusarium solani species complex (FSSC), considerado o
maior grupo desse complexo.

O Fusarium falciforme € responsdvel por causar doencas de murcha em vegetais
tropicais, frutas e algumas leguminosas (SILVA et al., 2023). Ja o Bisifusarium dimerum foi
proposto para agrupar espécies semelhantes as de Fusarium, que anteriormente eram
classificadas nesse género. As espécies de Bisifusarium distinguem-se pelo formato de seus
macroconidios curtos, geralmente (0—)1-2(-3)-septados, e pela rara formagdo de pinos
fialidicos laterais caracteristicos das hifas, uma caracteristica pouco comum em Fusarium.
Estudos filogenéticos anteriores demonstraram que Bisifusarium forma um clado monofilético
robusto e bem suportado, separado e distinto do clado de Fusarium (LOMBARD et al., 2015).

A Figura 20 apresenta o resultado da andlise filogenética, destacando a drvore do
fungo do género Bisifusarium. De acordo com o valor de bootstrap mostrado na arvore, o
agrupamento do isolado F4 com Bisifusarium dimerum apresenta alta confiabilidade
estatistica. Isso significa que, em 99,9% das reamostragens realizadas durante a anélise, a
relacdo entre esses dois grupos foi mantida, indicando que esse agrupamento € robusto e
altamente consistente. Esse valor de 99,9% evidencia que a conexao entre o isolado F4 e B.
dimerum € bastante forte, com elevado suporte estatistico nas andlises realizadas.

A espécie Bisifusarium dimerum, identificada a partir da PCR e da andlise filogenética
dos isolados obtidos de pitaia (Hylocereus costaricensis), apresenta escassez de registros na

literatura.
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Figura 20 - Arvore filogenética do Bisifusarium dimerum
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Com relacdo a espécie Bisifusarium dimerum, ndo houve relato de sua ocorréncia na
espécie vegetal estudada, Hylocereus costaricensis, sendo também um fungo pouco
conhecido. Estudos realizados demonstraram que esse fungo tem sido identificado como um
agente inibidor de nematoides e € considerado um sapréfito cosmopolita em solos
(SCHROERS et al., 2009; LORI et al., 2022).

Em relacdo aos estudos sobre essa espécie, de acordo com Wang et al. (2024), o fungo
foi detectado em amostras de solo coletadas em dois zooldgicos na provincia de Shandong,
China. Ja Frederick et al. (2023) relataram a presenga de Bisifusarium dimerum em pacientes
imunocompetentes, nos quais o fungo causou uma deficiéncia sanguinea associada ao uso de
cateter central.

A Figura 21 mostra o resultado da analise filogenética do fungo do género Fusarium,
representado em uma darvore filogenética. Os valores de bootstrap representam a
confiabilidade estatistica dos agrupamentos dentro da drvore. No caso do né que conecta F1.1,
F1.2 e F2.2 ao Fusarium falciforme (CBS 475.67), os fungos apresentam 94,0% de
similaridade entre si e 93,7% de similaridade com o Fusarium falciforme.

Esse valor sugere que a relacdo entre os fungos isolados e o F. falciforme é bem
suportada, ou seja, a divisdao representada por esse ramo € confidvel e tem alta probabilidade
de refletir a realidade, com base nas sequéncias genéticas analisadas.

Devido as constantes mudancgas taxondOmicas, a identificacdo de uma espécie de
Fusarium € bastante complexa. Por isso, critérios filogenéticos foram introduzidos,
redefinindo e promovendo uma segregacdo mais restrita de novos géneros, como o Fusarium
falciforme, que agora € conhecido em alguns paises europeus como Neocosmospora
falciformis. Este apresenta caracteristicas ecoldgicas e morfolégicas unicas (CROUS;
SANDOVAL-DENIS et al., 2021). Sendo um fungo de solo, € responsavel por causar
doencas de murcha em vegetais tropicais, frutas e algumas leguminosas, levando a perdas

significativas para a agricultura (SILVA et al., 2023; LATIFFAH, 2023).
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Figura 21 - Arvore filogenética do género Fusarium
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Os sintomas causados por Fusarium falciformes variam de acordo com a cultura
hospedeira. Na soja, pode ocorrer a sindrome da morte subita, iniciando com manchas

avermelhadas na raiz principal, que se desenvolvem em necrose, afetando toda a raiz. Em
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ervilhas, o patégeno provoca a podriddo radicular, caracterizada por lesdes de coloragdo
castanho-avermelhada escura. J4 na pimenta-do-reino, o fungo comeca na raiz, espalhando-se
posteriormente para o caule (GOULART-JUNIOR; REITER; SILVA, 2023).

Com base nas sequéncias do gene fefl, os isolados de Neocosmospora falciforme
(Fusarium falciformes) provenientes de plantas suculentas no condado de Shiraz, se
agruparam com outros isolados previamente identificados dessa mesma espécie
(O'DONNELL et al., 2020). Ele é considerado um fungo patogénico nio s6 em plantas, mas
como agente oportunista em humanos e animais (GOULART-JUNIOR; REITER; SILVA,
2023).

As espécies de Fusarium sdo frequentemente espécies flingicas destrutivas, pois além
de colonizar o sistema vascular das plantas, podem persistir no solo por longos periodos
(BANAKAR et al, 2025). Kamali-Sarvestani et al, (2022) indica que os géneros
Neocosmopora e Bisifusarium causam danos a espécies de suculentas.

Para verificar os relatos das espécies encontradas em Hylocereus costaricensis € no
género Hylocereus, foram realizadas buscas nas bases de dados cientificas ScienceDirect,
SciELO, Springer, PubMed e no Banco de Dados de Fungos do USDA (Departamento de
Agricultura dos EUA). Ao incluir os nomes das espécies de fungos (e suas variagdes),
nenhum trabalho foi encontrado nessas bases que realmente incluisse a identificacdo de
fungos em frutos.

Os poucos estudos disponiveis foram analisados e, em sua maioria, direcionam-se a
investigacdo das propriedades bioativas da pitaia, bem como a caracterizacdo de seus
pigmentos. No entanto, observou-se uma escassez de trabalhos pds-colheita, especialmente
aqueles voltados as perdas causadas por fungos nesse fruto, e nenhum registro das espécies
fungicas aqui relatadas.

Diante disso, foi realizada uma nova busca no Banco de Dados de Fungos do USDA,
utilizando como critérios a espécie de pitaia estudada, Hylocereus costaricensis, € o fungo
Bisifusarium dimerum, sem limitar a busca a nenhum pais especifico. Nenhum resultado foi
encontrado, indicando que o fungo Bisifusarium dimerum nunca foi registrado mundialmente
como fitopatégeno em frutos pos-colheita de pitaia da espécie Hylocereus costaricensis.

Para a outra espécie analisada, o Fusarium falciforme (Neocosmospora falciformis),
também ndo foi encontrado registros mundiais de sua ocorréncia em frutos pds-colheita de

pitaia da mesma espécie. Nao se observou qualquer documentacdo ou registro nas bases
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consultadas que indicasse a incidéncia desses fungos afetando diretamente a fruta. Portanto,
este trabalho representa o primeiro registro dessas espécies no género e na espécie
Hylocereus.

Considerando que a pitaia é consumida principalmente in natura, e que os fungos
identificados podem apresentar efeitos patogénicos em humanos, o aumento do consumo
global dessa fruta pode representar um risco significativo, especialmente para individuos
imunocomprometidos ou com condi¢cdes de saide mais vulnerdveis. A presenca desses fungos
nos frutos pode indicar potencial contaminacdo, aumentando a preocupacao com a seguranca
alimentar.

Dessa forma, € essencial que novos estudos sejam realizados para monitorar e avaliar
os riscos microbioldgicos associados ao consumo de pitaia, bem como para desenvolver
protocolos de controle e prevencdo da contaminacdo fungica na producdo e comercializagdo
desse fruto.

Com base nos estudos realizados ao longo deste trabalho, observou-se que o género
Fusarium € capaz de persistir no solo por longos periodos, representando um risco continuo
para as plantas. Considerando essa caracteristica, foram coletadas amostras de solo e raizes
das dreas de producdo de pitaia, com o objetivo de investigar a origem da contaminacao dos
frutos por fungos.

Realizou-se uma inoculacdo com solugdes seriadas contendo amostras de solo da drea
de cultivo. Em seguida, amostras das raizes foram cultivadas em meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose Agar). O objetivo dessa metodologia foi verificar se ocorreria o crescimento
microbiolégico de fungos presentes no solo e nas raizes, e, possivelmente, identificar os
mesmos fungos encontrados nos frutos de pitaia.

Ao analisar as culturas, foi possivel observar a presenca de esporos semelhantes aos
encontrados nas amostras de frutos contaminados por Fusarium, sugerindo uma possivel
origem da contaminacio no solo onde a fruta € cultivada e nas raizes da planta.

Esses resultados indicam que a fonte da contaminac¢do dos frutos de pitaia pode estar
diretamente relacionada ao solo de cultivo, ou ainda estar associada as mudas utilizadas no
inicio do plantio, que podem atuar como reservatdrio desses fungos patogénicos. A presenca
continua de Fusarium no solo pode contribuir para a contaminacao das raizes, das plantas e,

consequentemente, dos frutos.
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Essa descoberta reforca a importancia da adocdo de préticas agricolas que incluam o
monitoramento do solo e o controle adequado de doencas fungicas, visando garantir a

qualidade e seguranca alimentar dos produtos derivados da pitaia.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, atingiram-se satisfatoriamente os objetivos propostos. A avaliacdo da
pos-colheita de frutos de pitaia permitiu identificar a contaminac¢do por fungos patogénicos,
isolados tanto das frutas quanto do solo e das raizes das plantas cultivadas, reforcando a
suspeita de uma possivel origem cruzada de contaminacdo. A identificacio morfoldgica
preliminar desses fungos foi realizada com sucesso por meio de microscopia Optica, seguida
da caracterizagdo e isolamento das espécies encontradas.

O sequenciamento do DNA confirmou a identidade dos principais patégenos. O
isolado F4 foi alocado no mesmo clado de Bisifusarium dimerum, com 99,9% de similaridade,
enquanto os isolados F1.1, F1.2 e F2.2 apresentaram 93,7% de similaridade com Fusarium
falciforme, evidenciando a robustez das anélises filogenéticas realizadas. Além disso, os testes
de patogenicidade comprovaram a capacidade dos fungos isolados de causar as doencgas
observadas nos frutos de pitaia, destacando sua relevancia fitopatolégica. Também foi
realizada a identificacdo dos fungos presentes no solo e nas raizes, o que contribui para um
entendimento mais abrangente do ciclo de infec¢do da cultura.

Esses achados permitem propor solucdes a empresa parceira, uma vez que a
identificacdo e o mapeamento genético dos patdgenos representam etapas fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes e sustentdveis. Entretanto, embora
alternativas como o uso de fitoquimicos possam ser consideradas, é importante avaliar seus
riscos, tais como impactos ambientais, resisténcia fungica e efeitos a satide humana.

Diante da diversidade de espécies flngicas envolvidas, como Fusarium,
Colletotrichum, Bipolaris e Rhizopus, e das dificuldades ainda existentes no controle dessas
infeccOes, torna-se urgente a continuidade das pesquisas. Somente assim serd possivel
desenvolver métodos de controle mais adequados, garantir a qualidade e seguranca dos frutos
e reduzir as perdas econdmicas enfrentadas durante o cultivo, o armazenamento e a
comercializac¢ao da pitaia.

Portanto, este trabalho contribui significativamente para o entendimento dos
problemas fitopatologicos na pos-colheita de Hylocereus costaricensis e reforga a necessidade
de integrar praticas agricolas adequadas, controle de qualidade rigoroso e inovacao cientifica,

assegurando a sustentabilidade da producao e a seguranga alimentar dos consumidores.
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