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RESUMO

Entre as doencas fungicas que podem trazer prejuizos ao setor canavieiro, observa-se a podridao
vermelha, que tem como principal agente causal Colletotrichum falcatum, induzindo sintomas
de podridé&o no interior do colmo e coloragdo vermelha na nervura central de folhas da cana-
de-agucar. Outra doenga, conhecida como ‘’Pokkah boeng’’, é induzida por espécies do
complexo Fusarium fujikuroi. Resultados publicados recentemente evidenciam que C. falcatum
e espécies de Fusarium estdo associadas a plantas com sintomas da podriddo vermelha e que 0s
sintomas, as vezes, podem se sobrepor aos da ’Pokkah boeng’’. Os objetivos desse trabalho
foram: (i.) esclarecer se ocorre mais de uma espécie de Colletotrichum em plantas de cana-de-
acucar com sintomas de podriddo vermelha; (ii.) qual € o efeito da coinfecgdo de C. falcatum e
espéecies de Fusarium no desenvolvimento dos sintomas da podriddo vermelha; e (iii.) se
espécies de Fusarium podem causar coloragdo vermelha na nervura central de folhas de cana-
de-acucar. Foi coletado material vegetal sintomatico das regiGes canavieiras de Minas Gerais,
Sdo Paulo e Pernambuco em 2021, e os isolados obtidos foram identificados por meio de
avaliacdo de seus marcadores morfoldgicos, andlises de filogenia molecular utilizando
sequéncias das regides génicas barcode TEF, ITS, ACT e GAPDH e testes de patogenicidade.
Fazemos o primeiro registro no Brasil das espécies F. madaense, F. sacchari e F. verticillioides,
causando sintomas de podriddo vermelha em folhas de cana-de-agUcar. Foram identificadas
ainda uma supostamente nova espécie de Colletotrichum e F. fredkrugeri, ocorrendo em
associagcdo com a cana-de-acucar. Colmos inoculados com F. sacchari, C. falcatum e a
combinacdo de ambos desenvolveram sintomas severos. Quando inoculados em folhas, F.
madaense e C. falcatum induziram sintomas de maior comprimento na nervura central em
comparacdo as demais espécies inoculadas. Em conclusdo, ocorrem varias espécies causando
podriddo vermelha nos canaviais. Espécies de Fusarium também induzem sintomas de
coloracdo vermelha na nervura central folhas de cana-de-agUcar, e a associacdo de Fusarium e
C. falcatum resulta no desenvolvimento de sintomas mais severos em colmos. Estes resultados
permitirdo a diagnose correta dos agentes etioldgicos da podriddo vermelha e podem dar suporte
a programas de melhoramento genético e de formulacdo de estratégias de manejo, como a
recomendacdo de produtos biologicos e fungicidas adequados.

Palavras-chave: Complexo de espécies Colletotrichum graminicola. Complexo de espécies
Fusarium fujikuroi. Doenca de plantas. Filogenia molecular. Saccharum spp.



ABSTRACT

Red rot of sugarcane is one of the important fungal diseases which can result in losses of yield
and quality. The causal agent is known as Colletotrichum falcatum, inducing symptoms of rot
inside the stem and reddish lesions along the central part of the leaves. Another fungal disease,
“Pokkah boeng”, is caused by species of the Fusarium fujikuroi species complex FFSC.
Recently published results show that C. falcatum as well as Fusarium species are associated
with symptoms of red rot and that symptoms sometimes overlap with those of “Pokkah boeng”.
The objectives of this study were (i.) to verify if there is more than a single species of
Colletotrichum associated with sugar cane plants with symptoms of red rot; (ii.) to evaluate the
effect of coinfection with C. falcatum and Fusarium species on the evolution of symptoms of
red rot; (iii.) to verify if also Fusarium species are able to induce reddish lesions along the
central part of the leaves. Symptomatic plant material was collected in the states of Minas
Gerais, Sdo Paulo and Pernambuco in 2021, and the obtained isolates were identified by
evaluation of morphological markers and molecular phylogenetic analyses of the barcode gene
regions TEF, ITS, ACT and GAPDH. Pathogenicity of selected strains was tested by inoculation
in stems and leaves. Fusarium madaense, F. sacchari and F. verticillioides are reported for the
first time in Brazil inducing symptoms of red rot in leaves of sugarcane. A supposedly new
species of Colletotrichum was identified in association with sugarcane, together with F.
fredkrugeri, another member of the FFSC. Stems inoculated with F. sacchari, C. falcatum, and
the combination of both, developed severe symptoms. When inoculated in leaves, F. madaense
and C. falcatum induced longer lesions on the central part of the leaves compared with the other
species. In conclusion, several species can cause red rot in sugarcane in Brazil. Also, Fusarium
species induce symptoms of red lesions on the central part of the leaves and the association of
Fusarium and C. falcatum result in the development of more severe symptoms on stems. These
findings will permit the correct diagnosis of the causal agents of sugarcane red rot, and give
support to breeding programs and the elaboration of adequate strategies for disease
management, including the recommendation of biological and chemical products for disease
control.

KeyWords: Colletotrichum graminicola species complex. Fusarium fujikuroi species
complex. Plant disease. Molecular phylogeny. Saccharum spp.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp.) € um dos elementos de destaque do
agronegocio Brasileiro, na producdo de acucar, etanol e bioenergia. De acordo com a
Organizagdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, FAO (2019), o Brasil é o
maior produtor da cultura, que é produzida em quase todo o territdrio brasileiro, sendo o Estado
de Sao Paulo o primeiro lugar em termos de area e producao, seguido dos Estados de Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Parand (CONAB, 2022).

A doenca chamada podriddo vermelha, atualmente é observada com maior frequéncia
nos canaviais do Brasil e tornou-se uma das principais doencas da cana-de-agucar no pais. Este
cenario provavelmente ocorre em funcdo da mudanca de praticas de colheita da cultura, que é
feita de maneira mecanizada e na auséncia das queimadas (Lei da Queima da Cana n°
11.241/2002). A etiologia da doenca € atribuida ao fungo Colletotrichum falcatum, que ja pode
estar presente em materiais propagativos, ou pode infectar a planta de cana-de-agUcar através
de aberturas naturais, ferimentos ocasionados por mau manuseio dos toletes no momento do
plantio, e também causados pela broca da cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Lepidoptera,
Crambidae), levando ao chamado complexo broca — podriddo. Isso promove perdas diretas e
indiretas na cultura, provocadas pela lagarta e pelo fungo, respectivamente (Pefiaflor & Bento,
2019). Plantas com sintomas da podriddo vermelha apresentam no colmo podriddo interna
avermelhada, com presenca de bandas brancas transversais e coloracdo vermelha na nervura
central das folhas. O fungo também promove a inversao da sacarose, diminuindo o agUcar total
recuperavel (ATR), contribuindo para perdas qualitativas e quantitativas na cultura (Crouch et
al., 2009; Prihastuti et al., 2010; Viswanathan, 2021).

Resultados obtidos recentemente mostraram a ocorréncia de mais de uma espécie de
Colletotrichum em associacdo com sintomas de podridao vermelha, e filogenias geradas a partir
de isolados de Colletotrichum obtidos de cana-de-agucar mostraram que pelo menos uma outra
especie do Complexo de espécies Colletotrichum graminicola (CGSC), além de C. falcatum,
esta associada a cana no Brasil e no Japdo (Crouch et al., 2009a; 2009b; 2009c; Prihastuti et al.,
2010). No Brasil, foram encontrados peritécios de C. plurivorum na superficie de folhas, mas
essa espécie ndo foi patogénica quando inoculada em cana-de-agucar (Costa et al., 2021).

Entretanto, Marins et al. (2022) também encontraram C. plurivorum, além de C. siamense, em
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associacao com folhas de cana-de-aglcar com sintomas de podriddo vermelha, e ambas as
espécies foram patogénicas nos testes de patogenicidade.

Nas Filipinas, também foi evidenciada a associacdo das espécies Fusarium sacchari e
Fusarium proliferatum em plantas de cana-de-agtcar com sintomas da podriddo vermelha (Dela
Cueva et al., 2019). No Brasil, resultados obtidos por nosso grupo de estudo evidenciaram que
C. falcatum, F. sacchari, F. proliferatum e F. madaense também estdo associados a plantas de
cana-de-acucar com sintomas da doenca nos estados de Minas Gerais e Parana. Em testes de
patogenicidade, estas mesmas espécies de Fusarium induziram sintomas da doenca em colmos
(Costa et al., 2021). No entanto, com a metodologia utilizada ndo foi possivel reproduzir
sintomas da doenca nas folhas, e também ndo foi possivel inferir sobre a interacdo de C.
falcatum e Fusarium spp. na inducao dos sintomas da podridao vermelha.

Outras duas doencas fangicas que podem trazer prejuizos ao setor canavieiro sdo a
“’Pokkah boeng’ e a “wilt”, que também diminuem a qualidade da matéria prima ¢ o
rendimento industrial (Siti et al., 2008; Costa et al., 2019; Viswanathan, 2020). No Brasil, a
“’Pokkah boeng” é causada por F. sacchari, F. proliferatum e F. madaense, membros do
complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) (Costa et al., 2019). A doenca conhecida
como “wilt” é bem documentada na India e também causada por espécies de Fusarium.
Aparentemente, os sintomas desta doenga nem sempre podem ser claramente diferenciados dos
sintomas da podriddo vermelha, uma vez que Fusarium e C. falcatum induzem podriddo no
caule e podem ocorrer as duas doencas na mesma planta. Outro ponto a ser considerado € que
a podriddo do colmo, um dos sintomas da podriddo vermelha e da “wilt”, pode também ser
observada no patossistema ‘’Pokkah boeng’’, que estd comumente presente em tecidos com
atividade meristematica e geralmente associado ao sintoma chamado ‘“corte de faca”
(Viswanathan et al., 2012; Costa et al., 2019).

Devido a importancia da cultura no territorio brasileiro, este trabalho se propds a
responder as seguintes questdes: (i.) ocorre mais de uma espécie de Colletotrichum em plantas
de cana-de-acUcar com sintomas de podriddo vermelha? (ii.) qual é o efeito da coinfeccéo de
C. falcatum e espécies de Fusarium no desenvolvimento dos sintomas da podridao vermelha?
e (iii.) espécies de Fusarium podem causar coloracdo vermelha na nervura central de folhas de

cana-de-agucar?
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2. ESTADO DA ARTE

2.1 Cultura da Cana-de-acgucar

A cana-de-aglicar (Saccharum spp.) tem como centro de origem o norte da India
(Sharpe, 1998) enquanto o Brasil € um de seus centros de diversidade genética. A cultura foi
introduzida no territorio brasileiro ja no século XVI, sendo por muitos anos a principal planta
cultivada. O pais tornou-se o maior produtor mundial de cana-de-actcar (FAO 2019), sendo a
cultura plantada em quase todo o territorio nacional. O Estado de S&o Paulo é o maior produtor,
seguido de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Parana (CONAB, 2022).

As lavouras de cana-de-agucar brasileiras sdo destinadas a producdo de bioenergia,
etanol e agUcar, que sdo utilizados no mercado interno, e também destinados para a exportacéo.
Para a safra 2022/2023, o agUcar esta sendo destinado a China, seguido de Marrocos, Nigéria,
Argélia, Canada e Bangladesh, enquanto o etanol segue para a Holanda, Coreia do Sul, Estados
Unidos, Reino Unido e Japdo (CONAB, 2022). No ano de 2017 no Brasil, a Comissédo de
Assuntos Econdmicos (CAE) aprovou o projeto de Lei chamado Politica Nacional de
Biocombustiveis (RenovaBio), que prop6s a utilizacdo de bagaco da cana-de-agucar para
producdo de biocombustivel, como também a reducdo de gases efeito estufa. O projeto é uma
excelente alternativa ao uso de fonte de combustiveis fosseis, que prejudicam o meio ambiente
durante sua queima, eliminando poluentes e contribuindo para o efeito estufa (Brasil, 2017).

Quanto ao manejo da cultura, estratégias como a incorporacao da palhada para diminuir
fonte de in6culo de fungos fitopatogénicos, utilizacdo de controle bioldgico, como por exemplo
a vespa parasitaria Cotesia flavipes (Hymenoptera, Braconidae) para controlar a broca da cana-
de-acucar Diatraea saccharalis, e utilizacdo de agroquimicos, visam controlar e/ou minimizar
as perdas ocasionadas por pragas e doencas.

A cultura apresenta grande importancia econémica para o Brasil, tanto na producgéo de
energia e exportacdo de aclcar e etanol, quanto na geragdo de empregos e produtos, como a
cachaca (FAO, 2019; CONAB, 2022). Com o desenvolvimento de tecnologias voltadas ao setor
sucroalcooleiro, como maquinas, implementos e insumos, o aumento da base de conhecimento
a respeito da cultura deve ser valorizado e continuamente ampliada abrangendo as diversas

areas e contextos do setor.
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2.2 Complexo de espécies Colletotrichum graminicola

Considerado o oitavo género de fungo mais importante na area cientifica e responsavel
por elevados prejuizos econdmicos, o género Colletotrichum apresenta uma grande diversidade
de espécies que causam de doencas em plantas cultivadas, comumente conhecidas como
antracnoses (Dean et al., 2012). Dessa forma, abrange desde doencas em gramineas até
leguminosas e frutiferas. Por exemplo, C. truncatum na cultura da soja (Glycine max), C.
lindemuthianum na cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.), C. gloeosporioides e C. musae na
cultura da banana (Musa spp.). Esses patdgenos levam a perdas de produtividade das lavouras
e afetam a qualidade dos produtos a serem comercializados (Boufleur et al., 2021; Talhinhas &
Baroncelli., 2021; Nabi et al., 2022).

O fendtipo da fase assexuada das espécies caracteriza-se pela producdo de acérvulos,
apressorios, setas e conidios de formato variavel, enquanto na fase sexuada, conhecida com o
nome Glomerella, ha producdo de peritécios de coloracdo azulada a preto (Politis, 1975;
Vaillancourt & Hanau, 1992; Carvajal & Edgerton, 1993). Numa abordagem moderna, o género
é dividido em 15 complexos de espécies baseado em caracteristicas morfologicas e filogenia
molecular, usando analises de sequencias de regifes génicas barcode como Actina (ACT), B-
tubulina (TUB2), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Calmodulina (CAL), genes
mat (ApMAT), glutamina sintetase (GS), quitina sintase (CHS-1), histona 3 (HIS3), manganés-
superoxido dismutase (SOD2), DNA liase (APN2) e da regido interna espacadora (ITS) (Hyde
et al., 2010; Cannon et al. 2012; Bhunjun et al. 2021; Talhinhas & Baroncelli, 2021).

O Complexo de espécies Colletotrichum graminicola (CGSC) representa um grupo
monofilético, que se caracterizam pela producéo de conidios falcados, e cujas espécies mostram
preferéncia para gramineas onde causam doenga, com destaque para o0s patdgenos C.
graminicola na cultura do milho (Zea mays), C. sublineola na cultura do sorgo (Sorghum spp.)
e C. falcatum na cultura da cana-de-acUcar, que levam a perdas econémicas no campo (Crouch
et al., 2009a; Cannon et al., 2012; Talhinhas & Baroncelli, 2021). Tal complexo é atualmente
composto por 19 espécies, sendo trés descritas recentemente no Ird, C. sacchari, C. caspicum e
C. persicum (Alizadeh et al., 2022).
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2.3 Complexo de espécies Fusarium fujikuroi

O complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) possui atualmente mais de 60
especies filogenéticas, sendo algumas de grande relevancia para a agricultura, como causadoras
de doencas em plantas, quanto na area medica, como patégenos em humanos (Yilmaz et al.;
2021). Como caracteristicas morfoldgicas séo frequentemente compartilhadas entre as espécies,
apenas a analise de filogenia molecular, baseada nos genes barcode como fator de elongacao
1-a (EF-1), segunda maior subunidade da RNA polimerase Il (Rpb2), B-tubulina (TUB2) e
Calmodulina (CAL), permitem a correta identificacdo (O’Donnell et al., 1998; Leslie &
Summerell, 2006; Yilmaz et al., 2021). Muitas dessas espécies podem produzir micotoxinas,
que sdo metabdlitos secundarios altamente toxicos a vertebrados (Janevska & Tudzynski,
2018).

As espécies do FFSC que causam doenca na cultura da cana-de-acUcar sdo F. sacchari,
F. proliferatum e F. madaense. Esses patdgenos ja foram isolados e identificados de plantas de
cana-de-agucar com sintomas de ‘’Pokkah boeng’’ no Brasil, e recentemente em colmos com
sintomas de podriddo vermelha (Costa et al., 2019; 2021; 2022; Ezekiel et al., 2020). A
associacdo de F. sacchari e F. proliferatum em colmos e folhas de cana-de-actcar com sintomas

da podriddo vermelha foi documentada também nas Filipinas (Dela Cueva et al., 2019).

2.4 Podridao Vermelha da Cana-de-acgucar

O agente etioldgico da podriddo vermelha é conhecido como Colletotrichum falcatum
Went, fungo que foi descrito pela primeira vez em Java na Indonésia e posteriormente relatado
nos Estados Unidos, india, Paquistdo e, mais recentemente, no Brasil (Edgeton et al.,1910;
Prihastuti et al., 2010; Costa et al., 2021; Marins et al., 2022). E membro do complexo de
espécies Colletotrichum graminicola (CGSC), que retne varias espécies com afinidade por
gramineas (Crouch et al., 2009a; Cannon et al., 2012; Talhinhas & Baroncelli, 2021). Na fase
assexuada de C. falcatum ha a producéo de acérvulos, apressorios, setas e conidios de formatos
falcados variaveis. A fase sexuada, que ja foi observada em campo e recebe o nome Glomerella
tucumanensis, é caracterizada pela producdo de peritécios de coloracdo azulada a preto
(Carvajal & Edgerton, 1943; Politis, 1975; Vaillancourt & Hanau, 1992). No entanto, ndo ha
evidéncias recentes da observacdo dessa fase sexuada ocorrendo no campo. Outras espécies
estdo associadas aos sintomas de podridao vermelha, como espécies do FFSC, C. plurivorum e

C. siamense, que foram recentemente relatadas ocorrendo no Brasil (Costa et al., 2021; Marins
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et.al., 2022). Nas Filipinas, foi documentado apenas espécies do FFSC (Dela Cueva et al.,
2019).

O fungo pode estar presente em materiais propagativos, ou infectar a planta de cana
através de aberturas naturais, ferimentos ocasionados por mau manuseio dos toletes no
momento do plantio, como também os causados pela broca da cana-de-agucar, Diatraea
saccharalis (Lepidoptera, Crambidae), levando ao chamado complexo broca - podridao. Assim,
perdas diretas e indiretas ocorrem na cultura, provocadas pela lagarta e pelo fungo,
respectivamente (Pefiaflor & Bento, 2019). As plantas com sintomas da podriddo vermelha
apresentam podriddo interna avermelhada com presenga de bandas brancas transversais e
coloracdo vermelha na nervura central das folhas. O fungo também promove a inversao da
sacarose, diminuindo a ATR e consequentemente contribuindo para perdas qualitativas e

quantitativas na cultura (Crouch et al., 2009a; Prihastuti et al., 2010; Viswanathan, 2021).
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RESUMO

Entre as doencas flngicas que podem trazer prejuizos ao setor canavieiro, observa-se a podriddo
vermelha, que tem como principal agente causal Colletotrichum falcatum, induzindo sintomas
de podrid&o no interior do colmo e coloracdo vermelha na nervura central de folhas da cana-
de-agucar. Outra doenga, conhecida como ‘’Pokkah boeng’’, é induzida por espécies do
complexo Fusarium fujikuroi. Resultados publicados recentemente evidenciam que C. falcatum
e espécies de Fusarium estdo associadas a plantas com sintomas da podriddo vermelha e que 0s
sintomas, as vezes, podem se sobrepor aos da *’Pokkah boeng’’. Os objetivos desse trabalho
foram: (i.) esclarecer se ocorre mais de uma espécie de Colletotrichum em plantas de cana-de-
acucar com sintomas de podriddo vermelha; (ii.) qual é o efeito da coinfecc¢do de C. falcatum e
espécies de Fusarium no desenvolvimento dos sintomas da podriddao vermelha; e (iii.) se
espécies de Fusarium podem causar coloragdo vermelha na nervura central de folhas de cana-
de-acgUcar. Foi coletado material vegetal sintomatico das regides canavieiras de Minas Gerais,
Sdo Paulo e Pernambuco em 2021, e os isolados obtidos foram identificados por meio de
avaliacdo de seus marcadores morfoldgicos, andlises de filogenia molecular utilizando
sequéncias das regides génicas barcode TEF, ITS, ACT e GAPDH e testes de patogenicidade.
Fazemos o primeiro registro no Brasil das espécies F. madaense, F. sacchari e F. verticillioides,
causando sintomas de podriddo vermelha em folhas de cana-de-agucar. Foram identificadas
ainda uma supostamente nova espécie de Colletotrichum e F. fredkrugeri, ocorrendo em
associacdo com a cana-de-actcar. Colmos inoculados com F. sacchari, C. falcatum e a
combinacdo de ambos desenvolveram sintomas severos. Quando inoculados em folhas, F.
madaense e C. falcatum induziram sintomas de maior comprimento na nervura central em
comparacdo as demais espécies inoculadas. Em conclusdo, ocorrem varias espécies causando
podriddo vermelha nos canaviais. Espécies de Fusarium também induzem sintomas de
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coloracdo vermelha na nervura central folhas de cana-de-agucar, e a associagdo de Fusarium e
C. falcatum resulta no desenvolvimento de sintomas mais severos em colmos. Estes resultados
permitirdo a diagnose correta dos agentes etioldgicos da podriddo vermelha e podem dar suporte
a programas de melhoramento genético e de formulacdo de estratégias de manejo, como a
recomendacéo de produtos biologicos e fungicidas adequados.

Palavras-chave: Complexo de espécies Colletotrichum graminicola. Complexo de espécies
Fusarium fujikuroi. Doenga de plantas. Filogenia molecular. Saccharum spp.
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ABSTRACT

Red rot of sugarcane is one of the important fungal diseases which can result in losses of yield
and quality. The causal agent is known as Colletotrichum falcatum, inducing symptoms of rot
inside the stem and reddish lesions along the central part of the leaves. Another fungal disease,
“Pokkah boeng”, is caused by species of the Fusarium fujikuroi species complex FFSC.
Recently published results show that C. falcatum as well as Fusarium species are associated
with symptoms of red rot and that symptoms sometimes overlap with those of “Pokkah boeng ™.
The objectives of this study were (i.) to verify if there is more than a single species of
Colletotrichum associated with sugar cane plants with symptoms of red rot; (ii.) to evaluate the
effect of coinfection with C. falcatum and Fusarium species on the evolution of symptoms of
red rot; (iii.) to verify if also Fusarium species are able to induce reddish lesions along the
central part of the leaves. Symptomatic plant material was collected in the states of Minas
Gerais, Sdo Paulo and Pernambuco in 2021, and the obtained isolates were identified by
evaluation of morphological markers and molecular phylogenetic analyses of the barcode gene
regions TEF, ITS, ACT and GAPDH. Pathogenicity of selected strains was tested by inoculation
in stems and leaves. Fusarium madaense, F. sacchari and F. verticillioides are reported for the
first time in Brazil inducing symptoms of red rot in leaves of sugarcane. A supposedly new
species of Colletotrichum was identified in association with sugarcane, together with F.
fredkrugeri, another member of the FFSC. Stems inoculated with F. sacchari, C. falcatum, and
the combination of both, developed severe symptoms. When inoculated in leaves, F. madaense
and C. falcatum induced longer lesions on the central part of the leaves compared with the other
species. In conclusion, several species can cause red rot in sugarcane in Brazil. Also, Fusarium
species induce symptoms of red lesions on the central part of the leaves and the association of
Fusarium and C. falcatum result in the development of more severe symptoms on stems. These
findings will permit the correct diagnosis of the causal agents of sugarcane red rot, and give
support to breeding programs and the elaboration of adequate strategies for disease
management, including the recommendation of biological and chemical products for disease
control.

KeyWords: Colletotrichum graminicola species complex. Fusarium fujikuroi species
complex. Plant disease. Molecular phylogeny. Saccharum spp.
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b CML: Colecio Micoldgica de Lavras.

¢ Estados Brasileiros: SP - Sdo Paulo, MG - Minas Gerais, PE — Pernambuco, PR — Parana.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agUcar de acordo com a Organizagao
das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, FAO (2019). A cultura é destinada a
producdo de acgucar, etanol e bioenergia, que atendem tanto ao mercado interno quanto externo
(CONAB, 2022). No territdrio brasileiro estdo presentes institui¢des pablicas e privadas, como
0 Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e Rede
Interuniversitaria Para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergetico (RIDESA), que
desenvolvem variedades de cana-de-agucar, desde resistentes a pragas e doencas, a variedades
que permitem maior potencial produtivo da cultura, trabalhando seus aspectos fisiologicos.
Assim, os estudos relacionados as doencas de plantas que afetam a cultura se tornam uma
grande necessidade para o setor.

A podriddo vermelha da cana-de-agucar, doenca cujo agente etioldgico conhecido é o
fungo Colletotrichum falcatum, é responséavel por perdas econémicas no setor sucroalcooleiro
n&o s6 no Brasil, mas em outros paises produtores da cultura, como por exemplo india e Estados
Unidos (Abbott 1938; Siti et al., 2008; Viswanathan, 2020; Costa et al., 2021; Marins et al.,
2022). O fungo pertence ao Complexo de espécies Colletotrichum graminicola (CGSC) e pode
promover nos colmos de cana-de-agucar a inversdo da sacarose, que consequentemente diminui
a qualidade do Acucar Total Recuperavel (ATR) (Cannon et al., 2012; Viswanathan, 2021;
Talhinhas & Baroncelli, 2021).

Plantas com sintomas da podriddo vermelha apresentam no colmo podriddo interna
avermelhada com presenca de bandas brancas transversais e a nervura central das folhas com
coloracdo vermelha. Durante a fase assexuada, o fungo é responsavel pela producdo de
estruturas chamadas acérvulos, que podem ser encontradas nas superficies das folhas e de
colmos, como também de conidios falcados de formatos variaveis, setas e apressorios. A fase
sexuada, que ja foi relatada ocorrendo em campo, recebe 0 nome Glomerella tucumanensis e é
caracterizada pela producéo de peritécios de coloracéo azulada a preto (Carvajal & Edgerton,
1943; Politis, 1975; Vaillancourt & Hanau, 1992).

No Brasil, outros fungos foram relatados recentemente em associagdo aos sintomas da
podriddo vermelha nos estados de Minas Gerais e Parana. As espécies identificadas por
filogenia molecular pertencem ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC), sendo elas
F. sacchari, F. proliferatum e F. madaense (Costa et al., 2021). Em testes de patogenicidade,

estas mesmas espécies induziram sintomas da doenga em colmos de cana-de-agUcar, mas ndo
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foi possivel inferir a respeito da interacdo de C. falcatum e Fusarium spp. na indugdo dos
sintomas da doenca.

As espécies de Fusarium ja citadas anteriormente séo conhecidas por serem 0s agentes
etioldgicos da doenca chamada ‘’Pokkah boeng ', ja identificada ocorrendo no Brasil e que traz
perdas qualitativas e quantitativas para a cultura (Costa et al., 2019; 2022). Analises de filogenia
molecular realizadas com isolados de Colletotrichum obtidos de cana-de-agucar do Brasil e do
Japao, mostraram que pelo menos uma outra espécie do CGSC, além de C. falcatum, esta
associada com sintomas de podridao vermelha (Crouch et al., 2009a; 2009b; 2009c; Prihastuti
etal., 2010).

Tendo em vista a relevancia do setor sucroalcooleiro e a caréncia de estudos a respeito
destas doencas no Brasil, 0s objetivos deste trabalho foram responder as seguintes questdes: (i.)
ocorre mais de uma espécie de Colletotrichum em plantas de cana-de-aclicar com sintomas de
podridao vermelha? (ii.) Qual é o efeito da coinfeccdo de C. falcatum e espécies de Fusarium
no desenvolvimento dos sintomas da podriddo vermelha? (iii.) espécies de Fusarium podem

causar coloracao vermelha na nervura central de folhas de cana-de-agucar?

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de isolados e preservacao

Amostras de colmo e folhas de cana-de-agucar, com sintomas de podriddo vermelha,
foram coletadas em regides produtoras dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Pernambuco
durante o ano de 2021 (Tabelas 1 e 2). As amostras foram examinadas para verificar a presenca
de estruturas de Fusarium e/ou Colletotrichum para isolamento direto, por meio de
transferéncia de estruturas para placas de Petri contendo meio de extrato de malte 2% (MA 2%).
Na auséncia de estruturas, fragmentos das amostras foram desinfetados em Alcool 70% por 30
segundos, em Hipoclorito de Sédio 1% por 1 minuto e 30 segundos e enxaguados trés vezes em
agua destilada autoclavada. Posteriormente, os fragmentos foram secos em papel filtro
autoclavado e plagueados em meio MA 2% com estreptomicina. Apés quatro dias, as coldnias
foram avaliadas e os isolados obtidos transferidos em meio Batata Dextrose Agar (BDA).
Culturas monospéricas dos isolados foram obtidas e preservadas em microtubos com agua
destilada autoclavada e armazenadas a 10°C no escuro, e criopreservadas em suspensao de
esporos com 15% glicerina a -80 °C, na Colegdo Micologica de Lavras (CML), Laboratério de
Sistematica e Ecologia (LSEF), Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de
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Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil. Folhas e colmos de plantas sintomaticas foram
fotografados e os sintomas documentados, para fazer uma correlagcdo dos sintomas observados
com o fungo isolado. Foi tomada nota também da presenca ou ndo dos orificios provocados

pela broca da cana-de-acUcar.

2.2 Caracterizacao morfologica de isolados de Colletotrichum

A caracterizacdo morfologica para os isolados de Colletotrichum foi realizada da
seguinte maneira: isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
e incubados em BOD a 25+2 °C com fotoperiodo de 12h. Apds cinco dias de crescimento da
coldnia, discos de micélio de 5 mm de didmetro foram retirados da periferia da col6nia e
depositados no centro de placas de Petri de 90 mm de didametro contendo meio BDA e MA 2%
e incubados em BOD a 25 °C por 10 dias. Foram utilizadas trés repeti¢des para cada isolado.
As caracteristicas avaliadas em meio BDA foram: taxa decrescimento micelial (TCM), cor da
coldnia, presenca de esporodoquio, de setas e formacdo de micélio aéreo. A TCM foi avaliada
medindo diariamente o didmetro das colnias no eixo X e no eixo Y, com o auxilio de uma
régua milimetrada durante o periodo de seis dias, e posteriormente realizado o calculo das taxas
médias de crescimento das colénias em mm/dia. A coloracgéo das col6nias foi avaliada no Gltimo
dia de avaliacdo da TCM no meio MA 2%, as estruturas micromorfoldgicas avaliadas foram:
tamanhos e formatos de conidios e fidlides. Foram tomadas 30 medi¢6es de cada estrutura para

comparagdo com descri¢des na literatura (Cai et al., 2009; Crouch et al., 2009a).

2.3 Caracterizacdo morfoldgica de isolados de Fusarium

A caracterizacdo morfoldgica de isolados de Fusarium foi realizada seguindo o
protocolo proposto por Leslie & Summerell (2006). Isolados monospéricos foram cultivados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubados em BOD a 25 °C no escuro, por
4 dias para avaliacdo da TCM, e ap6s 10 dias para avaliacdo de coloracdo da colénia. Para
avaliacdo micromorfoldgica, os isolados monosporicos foram cultivados em Synthetic Nutrient-
poor Agar (SNA) a 20 °C, sob fotoperiodo com luz branca fluorescente, por um periodo de 10
a 14 dias de incubagéo. As estruturas micromorfoldgicas avaliadas foram: tamanho, formato,
origem de macroconidios e microconidios, tipos de fidlides, presenca de clamiddsporos e
producdo de microconidios em cadeias ou falsas cabecas. Para inducdo de esporulagdo dos

isolados, folhas de cravo (Dianthus caryophyllu L.) estéreis foram colocadas junto ao meio
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SNA plaqueado. Foram tomadas medicOes de 30 estruturas vegetativas e reprodutivas, para
cada isolado, para comparacdo com descri¢des na literatura.

2.4 Extracao de DNA, PCR e sequenciamento

Os fungos foram cultivados em meio liquido de extrato de malte 2% por trés dias em
temperatura ambiente e sob agitacdo de 100 rpm em agitador de mesa orbital. O micélio foi
filtrado, macerado em nitrogénio liquido e o DNA extraido pelo método CTAB, de acordo com
as especificacbes do fabricante. O DNA extraido teve sua concentracdo determinada em
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).

Para os isolados de Colletotrichum, as sequéncias de DNA foram geradas para a regido
espacadora transcrita interna (ITS), gene da actina (ACT) e gene da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). As condi¢bes de ciclo para a regido ITS foram de 1 min a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de 40 sa 94 °C,55sa55°C e 2 mina 72 °C, e uma etapa final de 5 min
a 72 °C; para ACT, 95 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e
72 °C por 45 s, e uma extensdo a 72 °C por 7 min; e para a GAPDH, 94 °C por 4 min, seguido
por 34 ciclos de 94 °C por 45 s, 60 °C por 45 s e 72 °C por 1 min, e uma extensdo a 72 ° C por
10 min. As reacOes de PCR foram realizadas no termociclador My Cycler TM (BIO-RAD).

As reacOes para os isolados de Fusarium foram realizadas de acordo com O’Donnell et
al. (1998) para fator de elongacdo la (EF-1a). Os seguintes pares de primers foram utilizados
nas reacOes de PCR e de sequenciamento: EF-1a: Ef- 1 (5’- ATGGGTAAGGAGGACAAGAC
- 3) e Ef - 2 (5- GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’). Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium®), com posterior
visualizacao realizada em um transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando o kit Wizard SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega). Os fragmentos génicos
foram sequenciados nas direcdes senso e antisenso, em um sequenciador automatico da empresa

Psomagen, USA, utilizando os mesmos primers usados nas PCRs

2.5 Analises filogenéticas

Os eletroferogramas gerados foram analisados visualmente com o auxilio do programa
SeqAssem® (Hepperle, 2004) e as sequéncias editadas comparadas com a base de dados
GenBank, do National Center for Biotechnological Information - NCBI, por meio da ferramenta

BLAST. Alinhamentos mdltiplos das sequéncias de nucleotideos foram gerados utilizando-se
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a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al., 1994), implementada pelo programa MEGA X
(Kumar et al., 2018). Sequéncias de referéncia previamente depositadas no GenBank foram
adicionados aos alinhamentos. As analises filogenéticas foram realizadas no software MEGA
X com 1000 replicacGes de bootstrap utilizando o método de maxima parciménia (MP) para

cada particdo de gene e para conjunto de dados concatenados.

2.6 Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados no Laboratorio de Sistematica e Ecologia
de Fungos, da Universidade Federal de Lavras, UFLA, utilizando a variedade de cana-de-agucar
RB867515 com aproximadamente 12 meses de idade, oriunda do campo, no municipio de
Lavras. Dois métodos de inoculacdo foram utilizados: 1- inoculacdo de disco de micélio com
esporulacdo do fungo na nervura central de folhas seccionadas 0, 1, +1 e +2 (Sistema Kuijper);
e 2 - insercdo de disco de micélio com esporulacdo do fungo em colmos seccionados. Para
obtencdo do indculo, o isolado de C. falcatum foi cultivado em placas de Petri de 90 mm de
didmetro com meio de cultura BDA, e os isolados das espécies de Fusarium, em placas de Petri
de 90 mm de didmetro em meio de cultura SNA. As placas foram mantidas por 15 dias sob
temperatura de 25 °C no escuro.

O primeiro método foi utilizado para verificar os sintomas da podriddo vermelha
induzidos em folhas em laboratdrio, por espécies de Fusarium (responder a questdo iii.). Foi
feita inoculacdo em seis folhas seccionadas com 10 cm de comprimento, com dois ferimentos
realizados na nervura central das folhas utilizando agulha esterilizada e posteriormente sendo
depositados os discos de micélio sobre tais ferimentos. As folhas foram colocadas em placas de
Petri de 150 mm forradas com papel filtro para garantir umidade e ficaram dispostas em
bancadas. Foram utilizados dois discos de micélio para cada folha, e foi feita avaliacdo e
medicdo da lesdo utilizando uma régua milimetrada, 7 dias ap6s inoculacdo. Os tratamentos
utilizados foram: Tratamento 1: Testemunha; Tratamento 2: F. madaense; Tratamento 3: F.
sacchari; Tratamento 4: F. proliferatum; Tratamento 5: C. falcatum, Tratamento 6:
Colletotrichum sp.; e Tratamento 7: F. fredkrugeri (Dela Cueva et al., 2019; Marins et al.,
2022).

E o segundo método foi utilizado para reproduzir o sintoma de podriddo no colmo em
laboratdrio, e avaliar se 0s sintomas sdo mais severos quando a interacdo entre as especies dos
dois géneros, Colletotrichum e Fusarium (responder & quest&o ii). Foi feita a insercéo de discos

de micélio no interior de colmos de canas-de-agucar com 30 cm de comprimento, a partir de
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aberturas feitas com a ferramenta chamada furador de rolhas. Os colmos seccionados e
inoculados em laboratério foram colocados em bandejas dispostas em banca das, e apds 9 dias
foram realizados cortes longitudinais dos colmos para observacdo de sintomas e comparados
utilizado a escala de notas proposta por Giglioti & Canteri (1998) (Figura 1). Os tratamentos
utilizados foram: Tratamento 1: Testemunha; Tratamento 2: F. madaense; Tratamento 3: F.
sacchari; Tratamento 4: F. proliferatum; Tratamento 5: C. falcatum; Tratamento 6: F.
madaense + C. falcatum; Tratamento 7: F. sacchari + C. falcatum; Tratamento 8: F.
proliferatum + C. falcatum; Tratamento 9: F. fredkrugeri; e Tratamento 10: Colletotrichum sp.
(Costa et al., 2021).

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com seis
repeticdes por tratamento. Os resultados foram comparados com os documentados na literatura
para as doencas podriddo vermelha e “’Pokkah boeng’’ (Abbott, 1938; Siti et al., 2008; Dela
Cueva et al., 2019; Costa et al., 2019; 2021; Marins et al., 2022). Para cada método de
inoculacdo, foi realizada a fotodocumentagdo dos sintomas observados. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, por meio da utilizacdo do Software R version 4.0.0 (Team, 2020). Para concluséo
dos Postulados de Koch, foi feito reisolamento do material inoculado e identificacdo dos

isolados através de seus marcadores morfologicos.

ESCALA DIAGRAMATICA PARA AVALIAR A SEVERIDADE DO
COMPLEXO BROCA-PODRIDOES EM CANA-DE-ACUCAR

Area afetada (%)
0 E 8 16 30 50 70 84 92

T T e

!

|

—— ) Lt

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figura 1. Escala Diagramatica proposta por Giglioti & Canteri (1998), para avaliacdo da
severidade do complexo broca-podriddes em entrends de cana-de-agUcar.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacdo de isolados por filogenia molecular e marcadores morfologicos

Os isolados obtidos de plantas de cana-de-aclcar sintomaticas dos estados de Minas
Gerais, Séo Paulo e Pernambuco, foram inicialmente agrupados através da identificacéo de seus
marcadores morfologicos, e posteriormente por filogenia molecular. As espécies identificadas
foram: Colletotrichum falcatum (n=6), Colletotrichum sp. (n=1), Fusarium. madaense (n=4),
F. sacchari (n=4), F. proliferatum (n=2), F. verticillioides (n=1) e F. fredkrugeri (n=1).
Isolados obtidos nos anos de 2017 e 2018 dos estados do Parand e Minas Gerais, foram
adicionados nas tabelas 1 e 2.

Nas analises filogenéticas para as espécies de Fusarium a partir do gene barcode TEF,
0s 12 isolados obtidos se agruparam no mesmo clado que as espécies de referéncia do complexo
de espécies Fusarium fujikuroi, sendo F. andiazi, F. sacchari, F. prolifetarum, F. verticillioides
e F. fredkrugeri (Figura 2). Na caracterizagdo morfoldgica, os isolados apresentaram
caracteristicas semelhantes as descritas na literatura, sendo marcadores morfologicos de F.
madaense longas cadeias de microconidios produzidos a partir de monofialides, de F. sacchari
microconidios produzidos a partir de polifialides, de F. proliferatum cadeias curtas e médias de
microconidios produzidas em mono e polifialides e de F. fredkrugeri a producéo de conidios
em falsas cabecas a partir de monofialides.

Nas analises filogenéticas para as espécies de Colletotrichum a partir do gene barcode
ITS, seis isolados se agruparam junto com isolados de referéncia de Colletotrichum falcatum e
um isolado no mesmo clado que Colletotrichum sp. (Figura 3). E na caracterizagcdo morfol6gica
em meio BDA, os isolados de C. falcatum apresentaram coloragdo variando em creme, cinza
claro e branco. A taxa de crescimento das culturas foi de 1,0 a 1,8 cm por dia, colonizando todo
didametro da placa em uma semana de incubacdo. Os conidios apresentaram formato falcado,
hialinos e sem septos, com comprimento médio e largura variando de 12,5-35 e 2,5-5 um,
respectivamente. Em meio malte 2% os isolados de C. falcatum apresentaram coloracéo
variando de cinza claro a branco. A taxa de crescimento das culturas foi de 0,8 a 1,4 cm por dia
e houve a produgdo de esporoddquio de coloracdo alaranjada. Os conidios apresentaram
formato falcado, hialinos e sem septos, com comprimento médio e largura variando de 15-32,5
e 2,5-5 um, respectivamente.
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Tabela 1. Isolados do complexo Colletotrichum graminicola CGSC obtidos de cana-de-agucar com sintomas de podriddo vermelha dos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana e Pernambuco.

Cddigo de Espécie Origem Substrato  Variedade N° de Acesso ao GenBank
trabalho Geografica
ITS¢ ACT® GAPDH'

CML 3861* C. falcatum Paranavai PR°® Colmo - MW471108 MW455489 X9
CML 3855 C. falcatum Paranavai PR Colmo - MW471107 MW455488 X
BS19? C. falcatum Taquaritinga SP Folha RB867515 X X
BS 22 C. falcatum ljaci MG Folha RB002504 X X
BS 28 C. falcatum Carpina PE Folha RB92579 X X
BS 48 C. falcatum Amaraji PE Folha SP78-4764 X X
BS 65 C. falcatum Nova Ponte MG Colmo CTC?2 X X
BS 34 C. falcatum Amaraji PE Folha SP78-4764 X X
BS 31* Colletotrichum sp.  Carpina PE Folha RB92579 X X

8 Codigo de trabalho: BS — Barbara Silva.

b CML.: Colegdo Micoldgica de Lavras.

¢ Estados Brasileiros: SP - S&o Paulo, MG - Minas Gerais, PE — Pernambuco, PR — Parana.

4TS =Regido Espagadora Transcrita Interna, SACT= Actina, "GAPDH= Gene da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase.
9X= DNA extraido e mandado para sequenciar.

*1solados usados nos testes de patogenicidade.
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Tabela 2. Isolados do complexo Fusarium fujikuroi FFSC obtidos de cana-de-agUcar com sintomas de podriddo vermelha dos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana e Pernambuco.

Cadigo de Espécie Ori - Substrato  Variedade N° de Acesso ao GenBank
trabalho rigem Geografica
EF-1a¢
BS 29% F. verticillioides Carpina PE® Folha RB92579
BS9 F. madaense Estado de S&o Paulo Colmo RB985476
BS 8 F. madaense Estado de S&o Paulo Colmo RB867515
BS 42 F. madaense Amaraji PE Folha SP78-4764
BS 51 F. madaense Amaraji PE Colmo SP78-4764
CML 4118>*  F. madaense Delta, MG Colmo - MW455467
BS 6 F. proliferatum Estado de S&o Paulo Colmo RB855536
BS 2* F. proliferatum Palmares Paulista SP Colmo CTC2
BS 4 F. sacchari Palmares Paulista SP Colmo CTC2
BS 47 F. sacchari Amaraji PE Folha SP78-4764
BS 55 F. sacchari Capindpolis MG Colmo CTC4
BS 13 F. sacchari Estado de S&o Paulo Colmo RB985476
CML 4125* F. sacchari Paranavai PR Colmo - MW455479
BS 7* F. fredkrugeri Estado de S&o Paulo Colmo RB855536

@ Codigo de trabalho: BS — Bérbara Silva.

b CML: Colegdo Micoldgica de Lavras.
¢ Estados Brasileiros: SP - Sdo Paulo, MG - Minas Gerais, PE — Pernambuco, PR — Parana.
YEF-Ia = translation elongation factor 1-a gene.

*1solados usados nos testes de patogenicidade.
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Figura 2. Arvore filogenética de Méaxima Parciménia (MP), inferida a partir de fragmentos do gene
EF-1a mostrando a relacédo filogenética de Fusarium associado a podridao vermelha da cana-de-
acucar com outras especies dentro do complexo de espécies Fusarium fujikuroi. Os valores de
bootstrap (1.000 replicas) de MP > 70% sao mostrados nos entrenos. Isolados ex-tipo séo indicados

comT.
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Figura 3. Arvore filogenética de Méaxima Parcimonia (MP) inferida a partir de fragmentos de genes
ITS mostrando a relagéo filogenética de Colletotrichum associado a podridéo vermelha em cana-
de-aglcar com outras espécies do complexo de espécies Colletotrichum graminicola. Os valores
de bootstrap (1.000 réplicas) de MP >70% sao mostrados nos entrends. Isolados ex-tipo e ex-
epitiposdo indicadas com T e ET, respectivamente.
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3.2 Testes de Patogenicidade

No primeiro método de inoculacdo, no qual discos de micélio com esporulacdo do fungo
foram inoculados na nervura central de folhas de cana-de-agucar seccionadas, C. falcatum
(tratamento 5) e os isolados de Fusarium (tratamentos 2, 3, 4 e 7) induziram sintoma de
vermelhiddo na nervura central das folhas (Figura 4), sendo C. falcatum (tratamento 5) e F.
madaense (tratamento 2) as espécies que induziram lesGes de maior comprimento, como pode ser
visualizado no histograma da Figura 5. As folhas inoculadas com Colletotrichum sp. (tratamento
6) apresentaram coloracgdo avermelhada no ponto do ferimento feito com a agulha esterilizada, ndo
havendo desenvolvimento do sintoma como nas espécies citadas anteriormente, sendo possivel
visualizar a dimensdo do sintoma no histograma da Figuras 5. Para concluir os postulados de Koch,
fragmentos das folhas inoculadas foram desinfetados em Alcool 70% por 30 segundos, em
Hipoclorito de Sédio 1% por 1 minuto e 30 segundos, enxaguadas trés vezes em agua destilada
autoclavada, e posteriormente dispostas em placas de Petri contendo meio MA 2% com antibiético.
A avaliacdo foi realizada apds quatro dias, observando os marcadores morfolégicos de cada espécie
inoculada. Apenas Colletotrichum sp. ndo concluiu os postulados de Koch, pois ndo houve
crescimento do fungo nos fragmentos reisolados.

No segundo método de inoculacdo, que consistiu na insercdo de discos de micélio com
esporulacdo do fungo em colmos seccionados, quando inoculados com F. sacchari (tratamento 3),
C. falcatum (tratamento 5) e a combinacdo de ambos (tratamento 7), 0s mesmos apresentaram
sintomas mais severos em relacdo aos colmos inoculados apenas com F. madaense (tratamento 2),
combinacdo de F. madaense e C. falcatum (tratamento 6) e a combinacao de F. proliferatum e C.
falcatum (tratamento 8) (Figura 6). Os colmos inoculados com F. proliferatum (tratamento 4), F.
fredkrugeri (tratamento 9) e Colletotrichum sp. (tratamento 10), ndo desenvolveram sintomas
severos comparados as demais espécies citadas anteriormente, como pode ser visualizado no
histograma da figura 7. Para concluir os postulados de Koch, fragmentos dos colmos inoculados
foram desinfetados em Alcool 70% por 30 segundos, em Hipoclorito de Sédio 1% por 1 minuto e
30 segundos, enxaguadas trés vezes em agua destilada autoclavada, e posteriormente dispostos em
placas de Petri contendo meio MA 2% com antibiotico. A avaliagdo foi realizada apds quatro dias,

observando os marcadores morfologicos de cada espécie inoculada.
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Figura 4. Fotografias mostrando o teste de patogenicidade de inser¢do de plugue de micélio com
esporulacdo do fungo em folhas seccionadas de cana-de-aglcar da variedade RB867515. Folhas
inoculadas com as seguintes espécies. a, testemunha; b, F. madaense; c, F. sacchari; d, F.
proliferatum; e, C. falcatum; f, Colletotrichum sp.; g, F. fredkrugeri; h, acérvulos produzidos por

C. falcatum na nervura central; i, micélio aéreo produzido por F. madaense na nervura central.
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Figura 5. Histograma das médias de dimens&o do sintoma (comprimento e largura) com as barras
de desvio-padrdo, do teste de patogenicidade de inoculacdo de disco de micélio com esporulacéo
do fungo na nervura central de folhas seccionadas, inoculadas com as seguintes espécies: 1,
testemunha; 2, F. madaense; 3, F. sacchari; 4, F. proliferatum; 5, C. falcatum; 6, Colletotrichum
sp.; 7, F. fredkrugeri.
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Figura 6. Fotografias mostrando a comparacao de alguns testes de patogenicidade de insercéo de
plugue de micélio com esporulacdo do fungo em colmos seccionados de cana-de-aglcar da
variedade RB867515. Colmos inoculados com as seguintes espécies: a, testemunha; b, F. sacchari;
¢, C. falcatum; d, F. sacchari e C. falcatum; e, F. proliferatum; f, Colletotrichum sp.; g, F.
fredkrugeri.
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Figura 7. Histograma das médias de severidade com as barras de desvio-padrdo, do teste de
patogenicidade de insercdo de plugue de micélio com esporulacdo do fungo em colmos seccionados
e inoculados com as seguintes espécies: 1, testemunha; 2, F. madaense; 3, F. sacchari; 4, F.
proliferatum; 5, C. falcatum; 6, F. madaense e C. falcatum; 7, F. sacchari e C. falcatum; 8, F.
proliferatum e C. falcatum; 9, F. fredkrugeri; 10, Colletotrichum sp.
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4. DISCUSSAO

Isolados de C. falcatum, F. madaense, F. proliferatum, F. sacchari, F. verticillioides, F.
fredkrugeri e uma nova espécie de Colletotrichum, foram obtidos de colmos e folhas de cana-de-
acucar com sintomas de podriddo vermelha dos Estados de MG, SP e PE. Houve o predominio de
C. falcatum nas folhas coletadas para isolamento, enquanto espécies de Fusarium em colmos. Dos
19 novos isolados, 31,6% representam C. falcatum, 5,3% Colletotrichum sp., 21% para cada uma
das espécies de F. madaense e F. sacchari, 10,5% F. proliferatum, 5,3% para F. fredkrugeri e 5,3%
para F. verticillioides.

No Estado de SP, os colmos apresentavam sintomas iniciais de podriddo vermelha,
enquanto na Unica amostra de colmo de PE, o sintoma ja era avancado. Em MG, algumas amostras
de colmos e folhas estavam secas, pois as areas das quais foram obtidas, passaram por periodo de
falta de chuvas, e outro fungo estava associado a cultura, Phaeocytostroma sacchari, agente
etiologico da doenca chamada podriddo da casca (Figura 8, letra c). Esse fungo foi relatado
ocorrendo na india e é capaz de infectar colmos de cana-de-agtcar e induzir sintomas de murcha,
principalmente em periodos de seca (Sivanesa et al., 1986; Viswanathan et al., 2003). Em uma
mesma amostra de colmo, foi possivel isolar C. falcaltum e P. sacchari, o que demonstra que 0s
produtores e usinas precisam ficar em alerta, pois a produtividade do canavial pode ser ainda mais
afetada (Figura 8, letra e).

Algumas amostras de colmos sintomaticos ndo apresentaram orificios ocasionados pela
broca da cana-de-acUcar (Diatraea saccharalis), ou seja, a ocorréncia de podriddao vermelha no
campo ndo deve se limitar apenas a ocorréncia deste inseto formando o complexo broca-podridao,
mas também por materiais propagativos ja contaminados e fonte de indculo na palhada (Crouch,
2009). Na conducdo deste projeto, houve dificuldade na busca de material propagativo sadio para
plantio e conducdo dos experimentos, e verificamos que mudas micropropagadas podem estar

contaminadas com C. falcatum e espécies de Fusarium.
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Figura 8. Fotografias de material sintomatico de cana-de-agUcar recebido dos Estados de MG, SP
e PE. a-b, colmos seccionados de uma mesma planta de MG, no qual foi obtido F. sacchari; c,
exsudacdo de coloracdo preta e formato espiralado contendo conidios de Phaeocytostroma
sacchari, na superficie do colmo de MG; d, colmo de SP, no qual foi obtido F. fredkrugeri; e, placa
de Petri oriunda de isolamento do colmo de MG, contendo P. sacchari (lado esquerdo) e C.
falcatum (lado direito); f, colmos de PE; g, folha sintomatica com micélio aéreo de Fusarium spp.

Este é o primeiro relato das espécies F. madaense, F. sacchari e F. verticillioides,
encontradas em folhas de cana-de-agucar com sintomas de podriddo vermelha no Brasil (Figura 8,
letra g). Foi obtido um representante de cada uma dessas espécies no material recebido do Estado
de Pernambuco. Nas Filipinas, F. sacchari e F. proliferatum foram isoladas de folhas e colmos
com sintomas de podridao vermelha (Dela Cueva et al., 2019). Diante disto, ndo se deve associar
apenas C. falcatum ao sintoma nas folhas, pois espécies de Fusarium também podem induzir a
coloracdo vermelha na nervura central. No teste de patogenicidade de folhas seccionadas com
plugue de micélio com esporulacdo do fungo, todas espécies de Fusarium inoculadas foram
patogénicas. As folhas inoculadas com F. madaense e C. falcatum, obtiveram sintomas de maior
comprimento. Também foi observada a produgdo de acérvulos por C. falcatum nos pontos de
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inoculagdo, e esta estrutura é uma importante fonte de indculo para o fungo, devido a producéo de
conidios que véo ser dispersos no campo atraves de goticulas de agua por meio de irrigagdo e/ou
chuva (Crouch, 2009).

No teste de patogenicidade de plugue de micélio com esporulacdo do fungo em colmos
seccionados, quando inoculados com F. sacchari, C. falcatum e a combinagdo destes dois, 0s
colmos apresentaram sintomas mais severos. Os colmos inoculados com F. sacchari, apresentaram
0 sintoma de podriddo vermelha na mesma severidade que C. falcatum. Houve um aumento na
severidade da doenca quando F. madaense e F. proliferatum foram inoculados em combinacéo
com C. falcatum. Devido a utilizacdo de colmos seccionados, os resultados em relacédo a severidade
podem ser diferentes se forem utilizadas plantas no campo para fazer inoculagdo, uma vez que as
plantas vivas terdo a producdo de moléculas para combater o patdégeno que a infecta. Assim, a
severidade pode vir a ser menor quando inoculado diretamente em plantas vivas no campo. Um
dos atributos de comercializa¢do da cana-de-aglcar nas usinas é a qualidade da ATR e C. falcatum
pode promover a inversdo da sacarose, diminuindo sua qualidade. Como espécies de Fusarium
estdo associadas aos sintomas de podriddo vermelha, estariam elas também afetando o teor de
acucar nos colmos?

Fusarium sacchari é agente etioldgico da “’Pokkah boeng’’ e “wilt”, doengas que afetam o
desenvolvimento da cana-de-acucar e consequentemente sua produtividade. Até o presente estudo,
apenas ‘’Pokkah boeng’’ ocorre no Brasil e € causada também pelas espécies F. madaense e F.
proliferatum, membros do FFSC (Costa et al., 2019). Na india, é relatado que F. sacchari pode
induzir em uma mesma planta as duas doengas, iniciando os sintomas com “wilt”, que
posteriormente progridem para ‘’Pokkah boeng *’. E enquanto na “wilt” a podriddo no colmo varia
de coloragdo marrom, rosada e roxa, na podridao vermelha causada por C. falcatum, a coloracéo
varia de marrom a avermelhada (Viswanathan, 2013; Viswanathan et al., 2017). Nas analises
visuais das amostras de colmo sintomaticas dos Estados de SP, MG ¢ PE, nio foi observado “wilt”
em associagdo com a podriddo vermelha. Todavia, entre o periodo de envio e recebimento destas
amostras, a ocorréncia de deterioracdo dos colmos pode afetar sua coloracdo, consequentemente a
andlise visual dos sintomas.

Nas analises filogenéticas, a nova espécie de Colletotrichum pertence ao complexo de
especies Colletotrichum graminicola, e se agrupou no mesmo clado com um isolado obtido de

cana-de-agucar também do Brasil (Crouch et al., 2009a; 2009b; 2009c). No entanto, nos testes de
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patogenicidade feitos neste trabalho, Colletotrichum sp. ndo foi patogénica nas folhas inoculadas e
pouco virulenta nos colmos inoculados. Coletas complementares sdo necessérias para obtencao de
novos isolados, pois foi obtido apenas um representante desta nova espécie. Assim, novas
repeticdes dos testes de patogenicidade sdo necessarias para comparar a viruléncia entre novos
isolados, e assim inferir a respeito da patogenicidade de Colletotrichum sp. Recentemente no Ir,
foi feita a descricao de trés novas espécies de Colletotrichum pertencentes ao CGSC, de amostras
com sintomas de antracnose e/ou manchas foliares. As espécies sdo: C. caspicum e C. persicum,
isoladas de poaceaes e ciperaceaes e C. sacchari, oriunda de Saccharum spontaneum, poaceae
utilizada no desenvolvimento de novas variedades de cana-de-agUcar (Alizadeh et al., 2022). E no
Brasil, foi isolado C. siamense (Complexo de espécies Colletotrichum gloeosporioides) e C.
plurivorum (Complexo de espécies Colletotrichum orchidearum) de folhas com sintomas de
podriddo vermelha, que nos testes de patogenicidade conduzidos, as espécies foram patogénicas
(Marins et al., 2022). E interessante observar, que a fase sexuada de C. plurivorum havia sido
isolada de folhas de cana-de-agUcar anteriormente, mas tal espécie ndo foi patogénica nos testes de
patogenicidade (Costa et al., 2021). Nenhuma destas espécies relatadas em associacdo com a
podriddo vermelhada da cana-de-acUcar, se agruparam filogeneticamente com Colletotrichum sp.

Este é o primeiro relato de F. fredkrugeri ocorrendo em associagdo a cana-de-agUcar. Essa
espécie foi inicialmente isolada de solo rizosférico na Africa e pertence ao FFSC (Sandoval-Denis
et al., 2018) (Figura 8, letra d; Figura 9). No teste de patogenicidade em folha, F. fredkrugeri
induziu sintomas de vermelhid&o na nervura central, mas nos colmos inoculados os sintomas néo
foram severos, comparado as espécies de F. sacchari e F. madaense. Também sdo necessarias
coletas complementares para obtencdo de novos isolados e a repeti¢éo dos testes de patogenicidade,
para associar essa espécie como um novo agente etiolégico da podriddo vermelha.

A cana-de-acgUcar € uma importante fonte de energia renovavel ndo sé para o Brasil, como
para 0 mundo, e a sua utilizacdo frente aos combustiveis fosseis, a torna altamente rentavel.
Diminuir os impactos presentes no campo, como ataque de pragas e doencas que diminuem seu
rendimento energético, € de suma importancia para o alto aproveitamento nas usinas. Este estudo
contribui no esclarecimento dos principais agentes etioldgicos da podriddo vermelha da cana-de-
acucar no Brasil, como na base de conhecimento para estudos futuros. Sao necessarios testes de
patogenicidade em campo e estudos complementares para Colletotrichum sp e F. fredkrugeri serem
consideradas agentes etiologicos da doenca, devido ao baixo nimero de isolados obtidos. Também
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€ preciso observar se ocorre a fase sexuada de C. falcatum em campo, pois a mesma ja foi descrita
na literatura e ndo a nada publicado recentemente.

Figura 9. Fusarium fredkrugeri. a-b, Fotografias de col6nias em meio BDA, c-d, Fotomicrografia
de fialides formadas no micélio aéreo, Barra = 20y; e, macroconidios, Barra = 20y; f, macro e
microconidios, Barra = 20.
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