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Resumo Geral
Aguiar, Frederick Mendes. Caracterizacdo de isolados de Corynespora cassiicola e
avaliacdo da sensibilidade in vitro a fungicidas. 2015. 109p. Doutorado em Fitopatologia -

Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A macha-alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola, tornou-se uma das mais
importantes doencas da parte aérea do tomateiro e pepineiro em diversas regifes produtoras
do Brasil e do mundo nos ultimos anos. Além do tomate e pepino, este fungo apresenta uma
grande diversidade de hospedeiras sendo relatado em mais de 350 espécies de plantas,
distribuidas por mais de 80 paises. Os isolados deste fungo também apresentam uma grande
diversidade morfologica, principalmente em relacdo a coloracdo da coldnia, tamanho e
formato dos conidios, dificultando ainda mais sua identificacdo e caracterizacdo. Outra
dificuldade relacionada a mancha-alvo é a auséncia de cultivares comerciais resistentes e de
fungicidas recomendados para o tomate e 0 pepino no Brasil, sendo um grande desafio para
seu controle. Em funcéo dos problemas apresentados, esta tese teve como objetivo investigar
a variabilidade genética, morfométrica e patogénica entre isolados de Corynespora de
diferentes plantas hospedeiras e regiGes geograficas e verificar in vitro a sensibilidade
micelial de isolados de Corynespora a diferentes fungicidas. Na caracterizacdo molecular
todos os isolados avaliados foram identificados como pertencentes a espécie C. cassiicola.
Quanto a distribuicdo e a resolucdo intraespecifica dos isolados avaliados, as sequéncias
obtidas das regides gendmicas ITS e fator de elongacdo 1-a apresentaram limitada resolugéo
intraespecifica dos isolados quanto a hospedeira de origem e regido geografica de coleta nas
respectivas arvores filogenéticas. J& a arvore filogenética com as sequéncias do gene f-
tubulina apresentou melhor distribuicdo dos isolados quanto a hospedeira de origem, com
formagéo de dois clados distintos, cada um representado em sua maioria por isolados
provenientes da cultura do tomate e do pepino. Os treze isolados de C. cassiicola utilizados na
caracterizacdo morfométrica apresentaram grande variabilidade quanto a cor da colénia, com
a ocorréncia de seis diferentes cores; quanto a textura micelial, os isolados dividiram em sete
com textura fina e seis com textura cotonosa; e quanto ao formato da colbnia, com
predominancia da forma poligonal. A taxa de crescimento micelial foi de 6,05 mm/d. As
dimensGes dos conidios variaram de 7,39 a 386,05 um de comprimento, 5,8 a 14,08 um de
largura e 0 a 24 para o nimero de pseudoseptos. Os trés isolados de C. cassiicola avaliados
confirmaram patogenicidade as suas hospedeiras de origem. Somente oito espécies de plantas
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avaliadas ndo apresentaram suscetibilidade aos isolados. Apds caracterizacdo molecular,
morfométrica e patogénica dos isolados de C. cassiicola avaliados, concluiu-se que, exceto
para a regido pB-tubulina, nenhuma relacdo entre a hospedeira de origem e a regido geografica
de coleta dos isolados foi estabelecida neste estudo. No teste de sensibilidade a fungicidas, em
ensaios preliminares foi obtida a dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de C.
cassiicola em 50% (DE50). Nos resultados, os fungicidas clorotalonil e carbendazim
apresentaram altos valores da DE50 para a maioria dos isolados avaliados, com média
superior a 50 mg.L™. Para o fungicida tebuconazole, os valores da DE50 variaram de 0,50 a
18,79 mg.L™. J4 para os fungicidas pyrimethanil, fludioxonil e cyprodinil, verificou-se
menores valores da DE50 quando comparados aos fungicidas anteriores. Apds estes ensaios,
as concentracdes obtidas foram de 1 mg.L™" para o fungicida fludioxonil, 3 mg.L™ para
cyprodinil, 5 mg.L™ para boscalid e fluopyram, 10 mg.L™ para tebuconazole, azoxystrobin e
pyrimethanil e 50 mg.L™" para clorotalonil e carbendazim. Os resultados obtidos no teste de
inibicdo do crescimento micelial (ICM) de 55 isolados de C. cassiicola, mostraram uma
variacdo entre os fungicidas e os isolados avaliados. O fungicida fludioxonil na concentracédo
de 1 mg.L™ apresentou maior valor de ICM quando comparado aos demais fungicidas
avaliados, com valor médio de 85,69%. J& o fungicida clorotalonil apresentou menor valor de
ICM, com média de 31,56%. O isolado EH-1710 apresentou maior valor de ICM de 74,14%,
ja o isolado EH-2125 apresentou o menor valor entre os isolados avaliados, com média de
34,57%. Os resultados obtidos evidenciam uma grande expectativa de efeitos satisfatorios do
fungicida fludioxonil no controle da mancha-alvo. J& os fungicidas carbendazim,
pyrimethanil, azoxystrobin e, principalmente, clorotalonil apresentam grande possibilidade de

desenvolvimento de resisténcia dos isolados de C. cassiicola.

Palavras-chave: mancha-alvo, ITS, fator de elongacdo 1-a, p-tubulina, morfologia,
patogenicidade, fungicidas.

Orientador - Ailton Reis - Embrapa Hortaligas



General Abstract

Aguiar, Frederick Mendes. Characterization of Corynespora cassiicola isolates and
evaluation of in vitro sensitivity to fungicides. 2015. 109p. Doctorate in Plant Pathology -
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Target spot, caused by the fungus Corynespora cassiicola, has been one of the most important
disease of the aerial parts of the tomato and cucumber plants in different regions of Brazil and
world in the last years. Besides the tomato and cucumber, this fungus has a big host diversity,
detected in more than 350 plants, distributed by more than 80 countries. The isolates of this
fungus also have a big morfological diversity, mainly in relation to colony colour, conidia size
and shape. These characters difficult its identification and characterization to species level.
Another difficult concerning to target spot is the absence of resistant cultivars and fungicides
recommended for tomato and cucumber in Brazil, representing a big challenge for its control.
In function on the presented problems, this thesis aimed to investigate the genetic variability,
morphometric and pathogenic among Corynespora isolates from different geographic regions
and test the in vitro mycelial sensitivity of Corynespora isolates to different fungicides. In the
molecular characterization all isolates were identified as C. cassiicola. As to distribution and
intraspecific resolution of isolates, the sequences obtained from genomic regions ITS and
elongation factor 1-a showed limited intraspecific resolution of the isolates as to host of
origin and geographical region of collection in its phylogenetic trees. The phylogenetic tree
with the sequences of B-tubulin gene showed better distribution of isolates as to its host of
origin. In this tree it was formed two distinct clades, each one represented mostly by isolates
from tomato and cucumber crop. Thirteen isolates of C. cassiicola used in morphometric
characterization showed big variability as to color, with occurrence of six different colors; as
to texture, with isolates divided into seven presenting fine texture and six with cottony
texture; and as to colony shape, with predominance of polygonal shape. The mycelial growth
rate was 6.05 mm/d. The dimensions of the conidia ranged from 7.39 to 386.05 mm in length,
5.8 to 14.08 mm in width and 0 to 24 for the number of pseudosepts. The three isolates of C.
cassiicola tested confirmed pathogenicity to its host of origin. Only eight species of plants
tested didn't show susceptibility to isolates. After molecular, morphometric and pathogenic
characterization of isolates of C. cassiicola tested, was concluded that, except for B-tubulin
region, no relationship between host of origin and geographical region of isolates was
established in this study. In the fungicidal sensitivity test was performed in preliminary tests
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to determine the actual dose able of inhibiting the mycelial growth of C. cassiicola by 50%
(ED50). In the results, the fungicide chlorothalonil and carbendazim showed great ED50
values to majority of isolates, with average higher to 50 mg.L™. For the tebuconazole
fungicide the values of ED50 varied from 0.50 to 18.79 mg L™ . The pyrimethanil, cyprodinil
and fludioxonil fungicides presented lower values of DE50 when compared to the former
fungicides. After these tests, the ED50 concentrations found were 1 mg.L™ to fludioxonil, 3
mg.L™? to cyprodinil, 5 mg I* to boscalid and Fluopyram, 10 mg.L™? to tebuconazole,
azoxystrobin and pyrimethanil and 50 mg L™ to chlorothalonil and carbendazim. The results
obtained in the inhibition test of mycelial growth (ICM) of 55 isolates of C. cassiicola,
showed a variation among fungicides and isolates tested. The fludioxonil fungicide at a
concentration of 1 mg L™ showed higher ICM when compared to fungicides tested, with
average of 85.69%. Already chlorothalonil fungicide showed the lowest ICM values with
average of 31.56%. EH-1710 showed higher ICM of 74.14% and the isolate EH-2125 showed
the lowest value of ICM among the isolates tested, with average of 34.57%. The results show
a great expectation of good effects of fludioxonil fungicide on target spot control. Already
carbendazim fungicides, pyrimethanil, azoxystrobin and chlorothalonil showed great

possibility of development of resistance of isolates of C. cassiicola.

Keywords: target spot, ITS, elongation fator 1-a, B-tubulin, morphology, pathogenicity,
fungicides.

Guidance Committee: Ailton Reis - Embrapa Hortaligas (Advisor).
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cAPITULO 1

Introducéo Geral e Revisao de Literatura



Introducéo Geral e Revisdo de Literatura

A cultura do tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L., sin.: Lycopersicon esculentum Mill.) € uma
hortalica pertencente a familia das solanaceas, da qual fazem parte a batata (Solanum
tuberosum L.), berinjela (S. melongena L.), jilo (S. gilo Raddi), pimentas e pimentdes
(Capsicum spp.), o fumo (Nicotiana tabacum L.), entre outras (Van Balken, 2015). O tomate
¢ a segunda hortalica mais consumida no mundo, seguida apenas pela batata. O Brasil € um
dos maiores produtores mundiais, alcancando uma das maiores produtividades dessa olericola
(IBGE, 2014). Considerada uma espécie cosmopolita, o tomate tem como centro de origem
primario o estreito territério limitado ao norte pelo Equador, ao sul pelo norte do Chile, a
oeste pelo Oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes (Filgueira, 2013).

Inicialmente, o tomateiro foi cultivado somente como planta ornamental, isso devido
ao grande temor pelas toxinas, jA& que muitas solandceas encontradas na época eram
consideradas venenosas. Esta hortalica foi introduzida na regido onde hoje estd 0 México
(considerada como centro secundario de origem), onde recebeu o nome “tomatle" (do nauatle
“fruto chato”), passando a ser cultivada e melhorada (Filgueira, 2013). No Brasil, o consumo
e o0 cultivo do tomate foram difundidos pelos imigrantes europeus, principalmente os
italianos, espanhdis e portugueses (Silva & Giordano, 2000).

Devido a sua regido de origem, o tomateiro, como toda planta pertencente a familia
Solanaceae, possui sensibilidade a variacGes extremas de temperatura, ocorrendo abortamento
ou inibicdo da floragdo com o excesso de calor, e morte das folhas em temperaturas proximas
a 0 °C. Diante destas caracteristicas, as variedades de tomate s&o melhoradas visando o local,

a forma de cultivo e a sua finalidade para o consumo (Camargo et al., 2006a).



O tomateiro € uma planta herbacea, de porte arbustivo, com sistema radicular
pivotante, quando o plantio ¢ realizado por sementes, ou fasciculada quando por transplantio.
Possui caule flexivel, piloso, com abundante ramificagdo lateral. Suas flores sao
hermafroditas, pequenas e reunidas em cachos. Os frutos sdo bagas carnosas de tamanho e
formato variaveis conforme a cultivar e, quando maduros, apresentam coloragdao vermelha.
Possuem sementes pequenas, pilosas e imersas na mucilagem placentaria. A planta, apesar de
ser perene, é cultivada como cultura anual. Apresenta dois habitos de crescimento que
condicionam o tipo de cultivo: o habito indeterminado, onde ocorre predomindncia da gema
apical sobre as gemas laterais, comum na maioria das cultivares para a produgdo de frutos
para mesa; e 0 habito determinado, onde ha crescimento vegetativo menos vigoroso ¢ a planta
assume a forma de uma moita, predominante & produg¢do de frutos para a agroindustria
(Clemente & Boiteux, 2012; Filgueira, 2013).

O tomateiro e espécies silvestres afins sdo plantas dicotiledoneas, diploides e
tipicamente autégamas, com baixa percentagem de cruzamento natural. Atualmente, 13
espécies do género Solanum (seccdo Lycopersicon) foram reconhecidas, podendo ser
agrupadas em dois complexos (esculentum e peruvianum), de acordo com o grau de facilidade
de cruzamento natural com S. lycopersicum. As espécies silvestres S. pimpinellifolium, S.
habrochaites e S. peruvianum sdo as de maior interesse para 0s melhoristas por possuirem
genes de resisténcia a varios patdgenos (Peralta et al., 2008; Clemente & Boiteux, 2012).

A cultura do tomate possui uma area mundial plantada de 4,8 milhdes de hectares,
com uma produtividade média de 33,6 t/ha, chegando a uma producdo de 161,7 milhdes de
toneladas (FAO, 2015). Os principais produtores mundiais sdo: China, Estados Unidos da
América (EUA), Turquia, India, Egito, Italia, Espanha e Brasil (Camargo et al., 2006b).

O Brasil esta entre os 10 paises maiores produtores de tomate, considerado como o

terceiro em produtividade. Em 2014, o pais produziu cerca de 4,3 milhdes de toneladas, em
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uma éarea de aproximadamente 66 mil hectares, com produtividade média de
aproximadamente 66 t/ha. Em relacdo a safra passada, ocorreu um aumento de 7,71% na
producdo nacional, de 7,82% na area plantada, porém uma reducdo de 0,30% no rendimento
médio (IBGE, 2014).

A producéo brasileira esta concentrada principalmente nas regides Centro-Oeste e
Sudeste. O Estado de Goias € o primeiro colocado, tanto em producdo quanto em
produtividade (1,33 milhdes toneladas e 84 t/ha respectivamente), sequido do S&o Paulo, com
aproximadamente 675 mil toneladas e um rendimento de 66 t/ha (IBGE, 2014). Minas Gerais
também tem uma grande participacdo na producdo nacional de tomate com uma producéo de

563 mil toneladas e um rendimento de 69 t/ha.

A cultura do pepino

O pepino (Cucumis sativus L.) é uma hortalica pertencente a familia das
cucurbitaceas, da qual fazem parte a abobora (Cucurbita spp.), meldo (Cucumis melo L.),
melancia (Citrullus vulgaris Schrad), maxixe (Cucumis anguria L.) e o chuchu (Sechium
edule (Jacq.) Sw.). E considerada a segunda cucurbitacea mais plantada no mundo, perdendo
apenas para a melancia (Almeida, 2006).

A cultura do pepino tem como centro de origem primario a regido da india proxima ao
Himalaia, tendo sido levado para a China onde deu origem a um grupo com frutos mais
alongados e diametros reduzidos. Outro grupo, que foi levado primeiramente para as ilhas
Formosas e depois a ilha de Okinawa, chegou ao Japao dando origem aos grupos "Aodai" e
"Aonaga”, conhecidos atualmente no mercado como pepinos “Comum” e “Japonés”,
respectivamente. Outros tipos de pepino que existem no mercado séo "Caipira” e "Conserva"

(Medeiros et al., 2010).



O pepineiro é uma planta herbacea, anual, de crescimento indeterminado no sentido
vertical ou prostrado dependendo do manejo utilizado, possui hastes longas e ramas com
gavinhas. E uma planta predominantemente monoica com poliniza¢do cruzada. O sistema
radicular é superficial. O pepino € uma hortalica fruto, de clima tropical que apresenta seu
melhor desenvolvimento em temperaturas entre 20 e 30 °C, umidade relativa do ar entre 60 e
65% e ndo tolera geada (Filgueira, 2013). Devido a grande dificuldade em se cultivar sob
baixas temperaturas, os produtores brasileiros passaram a cultivar pepino em ambiente
protegido a partir da década de 80, sendo uma das hortalicas mais cultivadas em ambiente
protegido no Brasil e no mundo (Wilcken et al., 2010).

A cultura do pepino possui uma area mundial plantada de aproximadamente 2,1
milhGes de hectares, chegando a uma producdo de 65,1 milhGes de toneladas. A China é o
maior produtor mundial e responde por aproximadamente 73% da producdo anual mundial,
seguida pela Turquia (1,7 milhdes de toneladas), Ird (1,6 milhGes de toneladas) e Estados
Unidos (9 milhdes de toneladas). Em 2012, a producdo anual de pepino na América do Sul foi
de aproximadamente 128 mil toneladas, em uma &rea plantada de 8 mil hectares e com
produtividade média de 16 t/ha (FAO, 2015).

No Brasil, o cultivo do pepino se da em pequenas areas nos mais diversos estados,
sendo os principais produtores S&o Paulo, Minas Gerais, Goids e Bahia. A producdo é
destinada principalmente ao mercado interno e as quantidades exportadas sdo consideradas
inexpressivas. Em 2013, o volume total de pepino comercializado nas Centrais de
Abastecimento Geral do Estado de Sdo Paulo (CEAGESP) foi de aproximadamente 55,4 mil

toneladas (AGRIANUAL, 2015).

Mancha-alvo



A cultura do pepino e, principalmente, a cultura do tomate destacam-se por apresentar
um amplo histérico de doengas de diversas etiologias que, dependendo do nivel de resisténcia
genética do cultivar usado, podem causar perdas significativas na produgdo. A importancia
das doencas em uma dada regido depende de varios fatores, tais como viruléncia do patégeno;
condi¢cdes ambientais favoraveis como temperatura, umidade e época do ano; bem como,
sensibilidade das variedades e/ou hibridos cultivados (Lopes & Dos Santos, 2000).

As doencas podem ser transmissiveis, ou seja de causa bidtica, ou ndo-transmissiveis
de causa abiotica. As transmissiveis sdo causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides.
As ndo-transmissiveis sdo causadas por deficiéncia ou excesso de nutrientes, falta ou excesso
de agua no solo, fitotoxidez, etc (Lopes & Dos Santos, 2000). Os fungos sdo microrganismos
causadores do maior nimero de doencas na tomaticultura. O uso de fungicidas para o
combate de diversas doencas causadas por este grupo de patdgenos representa cerca de 15%
dos custos de producdo na cultura do tomate (Da costa lage, 2011).

A maioria das doencas causadas por fungos sdo, principalmente, da parte aérea das
plantas. Uma doenca de parte aérea relativamente recente que vem configurando nos ultimos
anos um novo desafio para diversas espécies de plantas de interesse econdémico mundial,
incluindo o tomateiro e o pepineiro, € a mancha-alvo ou mancha de corinéspora (Mendonca et

al., 2012).

Etiologia

O agente causador da mancha-alvo ou mancha de corinéspora é o fungo Corynespora
cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, o qual apresenta distribuicdo mundial, atacando
uma ampla gama de hospedeiras, como hortalicas, espécies frutiferas, ornamentais e algumas
plantas invasoras (Reis & Boiteux, 2007). Este fungo ja foi encontrado parasitando folhas,

flores, caules e raizes de vegetais (Dixon et al., 2009), cistos de nematoides (Carris &
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GLAWE, 1986), até mesmo causando doencas em humanos (Huang et al., 2010; Lv et al.,
2011; Yamada et al., 2013). Quando isolado de materiais provenientes de plantas
sintomaticas, este fungo é classificado como patogénico, porém, se for proveniente de
material decomposto ou de tecido vivo assintomatico, este € classificado como saprofitico e
endofitico, respectivamente (Déon et al., 2014).

Em teste de patogenicidade realizado com isolado de C. cassiicola coletado de
material em decomposicdo de mamao (Carica papaya), este foi patogénico ao tomate e ao
pepino, porém ndo patogénico ao mamdo, indicando que um Unico isolado pode ser
patogénico e saprofitico (Dixon et al., 2009).

Nas espécies vegetais, C. cassiicola é encontrado em mais de 350 plantas hospedeiras
em mais de 80 paises, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, porém ja foram
feitos relatos ocasionais da presenca deste fungo em regides temperadas (Silva et al., 1995;
Farr & Rossman, 2015). O fungo ja foi relatado em um grande numero de culturas
economicamente importantes, incluindo algoddo (Gossypium hirsutum L.), soja (Glycine max
L.), feijdao de corda (Vigna unguiculuta (L.) Walp.), feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.),
pepino (Cucummis sativus L.), quiabo (Abelmoschus esculentus (L.) Moench), maméao
(Carica papaya L.), melancia (Citrullus vulgaris Schrad), pimenta (Capsicum frutescens L.),
seringueira (Hevea braziliensis L.), gergelim (Sesamun indicum L.), mandioca (Manihot sp.),
mamona (Ricinis communis L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), (Qi et al., 2011). Relatos
de novas hospedeiras deste fungo tém ocorrido em todo o mundo, tais como eucalipto
(Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden) e café conilon (Coffea canephora cv. Conilon L.) no
Brasil (Souza et al., 2009; Reis et al., 2014), quiabo (Abelmoschus esculentus (L.) Moench)
em Bangladesh, manjericdo (Ocimum basilicum L.) na Italia (Garibaldi et al., 2007),
seringueira (Hevea brasiliensis L.) na China (Jinji et al., 2007) e mandioca (Manihot

esculenta Crantz) no Sri Lanka (Silva et al., 2000).



Corynespora cassiicola € um fungo pertencente ao filo Ascomycota, classe
Dothideomicetes, ordem Pleosporales, familia Dematiaceae, género Corynespora e espécie
C. cassiicola (Déon et al., 2012). Na literatura ainda nao foram feitos relatos da fase
teleomorfica deste fungo.

De acordo com Ellis & Holliday (1971), C. cassiicola produz em meio de cultura uma
colénia de coloracdo branca, progredindo para um cinza escuro e tornando-se mais tarde um
emaranhado preto olivaceo. O micélio € geralmente imerso e ndo apresenta estroma. Os
conidioforos sdo simples, eretos ou ligeiramente flexuosos, ocasionalmente ramificados, lisos,
de coloracdo palida a marrom escuro, contendo de quatro a quinze septos, com células basais
intumescidas, medindo de 110-850 um de comprimento por 4-11 um de largura. Os conidios
podem ser produzidos isoladamente ou em cadeia de dois a seis, sdo lisos, variando de
obclavados a cilindricos, retos ou ligeiramente curvados, visivelmente afinados em direcdo ao
apice, com 4 a 20 pseudoseptos (0s septos ndo se estendem a parede externa dos esporos),
medem de 40-420 um de comprimento e 10-20um de largura no ponto mais largo, podendo
chegar a 520 um x 22 pm em meio de cultura. Possuem coloragdo marrom olivaceo, com hilo
(ponto de ligacdo ao conidioforo ou a outros conidios) de coloracdo escura na base e uma
ligeira borda, possui germinacéo polar.

Os clamiddsporos sdo formados in vitro e in vivo. Quando in vitro podem ser
terminais, intercalares ou formando correntes de até cinco clamiddsporos. No entanto, quando
encontrados in vivo, apresentam apenas as formas terminais e intercalares, sendo hialinos, de

formato oval e dimenséo de 16-30 por 14-20 um (Oliveira et al., 2012).

Caracterizacao
Alguns isolados de C. cassiicola apresentam patogenicidade para uma grande

diversidade de plantas hospedeiras, enquanto outros isolados mostram-se especificos ao
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hospedeiro de origem. Existem também aqueles que sdo patogénicos somente quando
associados a ferimentos. Devido a grande variabilidade de hospedeiros dentro da espécie C.
cassiicola, o agrupamento de isolados com base na hospedeira se torna problematico para
predizer patogenicidade e parentesco genético. Isolados com diferentes perfis genéticos de
patogenicidade podem ser encontrados no mesmo hospedeiro (Dixon et al., 2009). No Brasil
e na grande maioria dos paises, as informacdes sobre a base filogenética, a diversidade
genética e a patogenicidade dos isolados de C. cassiicola ainda ndo estdo bem esclarecidas.

Pouco se sabe sobre a relacdo evolutiva de alguns fungos. Classicamente, a
identificacdo e a classificacdo dos fungos, ao contrario de outros importantes patégenos, como
bactérias ou virus, baseia-se principalmente em critérios morfologicos facilmente observados,
como o tipo de conidios, numero de septos conidiais e conidiogénese. Portanto, o crescimento
do patdgeno em meio de cultura apropriado permite que 0s seus tracos mais caracteristicos
sejam reconhecidos. Infelizmente, alguns fungos patogénicos apresentam em meio de cultura
somente a fase vegetativa (auséncia de esporulacao), sendo observadas apenas hifas ou outras
estruturas inespecificas (Guarro et al., 1999).

No entanto, alguns grupos de fungos, devido a sua importancia econémica ou
patogénica, necessitam ser estudados mais amplamente. A abordagem molecular oferece
novos caminhos para o esclarecimento sobre o processo evolutivo desses fungos. Dois
importantes avancos técnicos estimularam o uso de técnicas moleculares. O primeiro foi o
surgimento da PCR, que permite realizar analise utilizando uma pequena quantidade de tecido
fangico. O segundo foi o desenvolvimento de primers universais especificos para fungos
(Guarro et al., 1999).

Vaérios trabalhos baseados na técnica da PCR tém sido realizados para identificar e
diferenciar isolados ou racas de C. cassiicola e outros fungos fitopatogénicos. Dixon et al.

(2009), utilizando sequéncias de alguns genes de 143 isolados de C. cassiicola, entre eles, da
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regido ribossdmica ITS (internal transcribed spacer region) e o gene que codifica a actina
(Act-1), observaram concordancia em relacdo a planta hospedeira de origem, porém néo
houve concordancia em relacdo a localizacdo geografica da coleta dos isolados. Qi et al.
(2011), também ndo encontraram concordancia entre 22 isolados de C. cassiicola em relacéo
a localizacdo geografica dos isolados, utilizando a técnica molecular ISSR (Internal Simple
Sequence Repeat) com 16 primers. Com base nas técnicas moleculares de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplification Polymorphic DNA), Silva
et al. (1995) encontraram evidéncias de especializacdo para hospedeiras em isolados de
seringueira e mamdo, porém nao houve relacdo com a localizacdo geogréafica da coleta dos
isolados. Shimomoto et al. (2011) utilizando analise de maltiplos genes em 67 isolados de C.
cassiicola com o gene da B-tubulina, fator de elongag¢do 1-0, calmodulina e actina,

encontraram trés grupos associados a planta hospedeira de origem.

Ocorréncia

No tomateiro, C. cassiicola causa grandes prejuizos em mais de 25 paises, tanto em
cultivo protegido, quanto no campo (Schlub et al., 2009), entre eles cita-se a Austrélia, india,
Cuba, Roménia, Estados Unidos principalmente no estado da Flérida (Vallad & Burlacu,
2011) e Brasil, na Regido Norte e no Estado do Maranhdo, etc (Lopes et al., 2005). O
primeiro relato desse fungo causando doenca em tomateiro foi feito por Deighton em Serra
Leoa (Wei, 1950), seguido pela india (Mohanty & Mohanty, 1955), Australia (Simmonds,
1958), os Estados Unidos (Blazquez, 1972) e sul da Nigéria (Bliss et al., 1973).

No Brasil, a mancha-alvo do tomateiro foi relatada pela primeira vez por Alves et al.
(1985), em Manaus. Até pouco tempo, essa doenca era praticamente ausente nas outras
regides produtoras do Pais. Entretanto, em 2006/2007, com a ocorréncia de chuvas intensas e

temperaturas acima da média nas regides Centro-Oeste e Sudeste, foram observadas
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epidemias severas de mancha-alvo em lavouras comerciais de tomate de mesa nos municipios
de Neropolis, Goianapolis e Anapolis, em Goias e em Araguari-MG. Também foram
observadas epidemias da doenga em tomate em cultivo protegido nos Estados do Parana e do
Rio Grande do Sul nos anos de 2005 e 2006, respectivamente (Reis & Boiteux, 2007).

No pepineiro, at¢ 2003, a mancha-alvo era considerada uma doenca de importancia
secundaria, entretanto, nos ultimos anos passou a Ser um dos principais patogenos desta
cultura ocasionando danos de até 60%, principalmente nos estados de S&o Paulo, Parana e
Goiés, tanto em cultivo convencional quanto em cultivo protegido (Teramoto et al., 2011). O
fungo C. cassiicola foi relatado pela primeira vez causando doenca em pepino por Blazquez
(1967), no estado da Florida (Estados Unidos). No Brasil, a mancha-alvo do pepineiro foi

relatada pela primeira vez por Verzignassi et al. (2003) no estado do Parana.

Sobrevivéncia e disseminacao

A mancha-alvo nas culturas de tomate e pepino, € mais problematica quando
cultivadas em locais com temperaturas variando de 20°C a 32°C, umidade relativa do ar igual
ou superior a 80% e molhamento foliar com duracdo de 16-44 horas (Mendonga et al., 2012).
O patdgeno sobrevive em restos culturais por até dois anos, em sementes contaminadas e
infectando diversas plantas hospedeiras (Reis & Boiteux, 2007).

Sua disseminacgdo ¢ realizada pelo vento, dgua e sementes. O vento € o responsavel
pela remogao dos conidios e pelo seu transporte para outras plantas ou lavouras e a remogéo é
favorecida pelo tempo seco. Ja na superficie da planta e na presenca de agua livre, o conidio
germina, produzindo tubo germinativo e apressorio. Quando a disseminagdo € realizada com o
auxilio da agua, ocorre principalmente pela agua da chuva e respingos de agua de irrigagdo
por aspersio (Bedendo, 1995). As sementes sdo responsaveis, principalmente, pela

disseminacéo a longa distancia de uma area infectada para outra.
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Quando sdo depositados na superficie da planta hospedeira, os conidios de C.
cassiicola fixam-se por meio dos apressorios, em seguida emitem o tubo germinativo
iniciando-se a penetracdo de forma direta por meio da superficie da epiderme. Por ser um
parasita necrotrofico, 0 fungo C. cassiicola coloniza sua hospedeira retirando 0s seus
nitrientes, o que significa que 0 mesmo mata as células da planta hospedeira antes de invadi-
las. Para isso, 0 patdgeno produz a toxina cassiicolin que ¢ liberada nas células e mata os
tecidos adjacentes ao local da infeccdo, sendo o desenvolvimento e a invasdo dos tecidos
sempre realizada pela atividade saprofitica, com retirada de nutrientes de células mortas

(Mesquini, 2012).

Sintomatologia

Os sintomas da doenca no tomateiro tém inicio com a ocorréncia de manchas
pequenas e aquosas na superficie da folha, as quais eventualmente tornam-se marrom-escuras
(Mendonga et al., 2012). Nesse inicio, os sintomas na folha podem ser confundidos com
pinta-preta (Alternaria solani) e mancha-bacteriana (Xantomonas spp.). Com o progresso da
doenca, as lesdes aumentam de tamanho tornando-se bastante distintas das outras doencas.
Estas lesdes sdo circulares e de coloracdo marrom-claras medindo de aproximadamente 1 cm
de diametro, sendo que em algumas variedades podem apresentar anéis concéntricos e um
halo clorético circundante (Pernezny & Simone 1993). Com a expansdo das lesdes ocorre
desfolha generalizada. Nos ramos e peciolos, ocorrem manchas amarronzadas e alongadas
(Kurt, 2004).

Nos frutos, inicialmente sdo observadas pequenas pontuacGes marrom-escuras e
circulares que aumentam e tornam-se marrons com um centro mais claro, podendo rachar. Os

frutos maduros desenvolvem grandes lesdes circulares marrons, com uma visivel coloracao
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que varia do cinza escuro ao preto no centro, devido ao crescimento de fungos, que

posteriormente se racham e formam verdadeiras “crateras” nos frutos (Reis & Boiteux, 2007).

Foto: Ailton Reis Foto: Frederick Aguiar Foto: Ailton Reis

Figura 1. Sintomas de mancha-alvo em folha de tomate (A), em fruto de tomate (B) e em
folha de pepino (C).

Os sintomas da mancha-alvo no pepineiro surgem logo apds o transplantio,
inicialmente na forma de pequenas manchas angulares, de coloracdo clara, que evoluem para
manchas circulares, com o centro de cor palha e pequeno halo amarelo claro. Com o
progresso da doenga, as manchas crescem, tomando formato arredondado e apresentando
centro marrom claro e bordos encharcados de coloragdo olivacea. Ainda ndo foram

observados sintomas da doenga em caule, frutos e raizes (Teramoto et al., 2011).

Controle

As perdas ocasionadas por doencas em plantas de importancia econémica estdo entre
o0s principais fatores que causam prejuizos aos agricultores. O controle da maioria das doencas
é eficiente somente quando adotado um programa de manejo integrado adequado, no qual séo
utilizadas cultivares resistentes, controle biolégico ou alternativo e adogdo de medidas de
exclusdo, evasao, erradicacédo e protecdo (Muliterno de Melo, 2009).

O controle da mancha-alvo do tomateiro se torna dificil devido a vérios fatores, como
condicGes ambientais favoraveis a doenca; arquitetura exuberante da copa do tomateiro, que
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favorece o molhamento foliar causado pelo orvalho, 4gua da chuva ou irrigacdo por aspersao
(Schlub et al., 2009) e ocorréncia de plantas daninhas hospedeiras de C. cassiicola (Papa,
2005). Outro fator de grande importancia é a auséncia de cultivares comerciais de tomate
resistentes a este patdgeno, apesar de fontes de resisténcia ja terem sido encontradas ha mais
de 15 anos na cultura do pepino na Europa e atualmente nos Estados Unidos (Vallad &
Burlacu, 2011). No Brasil, o hibrido de pepino “Taisho” ¢ relatado como resistente a C.
cassiicola (Sakata, 2015). Portanto, a identificacdo de fontes de resisténcia para a cultura do
tomate se torna muito importante para o controle desta doenca.

Atualmente, o controle adequado de mancha-alvo dessas culturas em todo o mundo é
realizado principalmente por aplicacdes periodicas de fungicidas. No tomateiro, Jones &
Jones (1984), utilizando clorotalonil e combinacGes de mancozeb com compostos cupricos,
relataram bons resultados no controle de C. cassiicola em plantas de tomate. Ja Kingsland &
Sitterly (1986) utilizando captafol (Difolatan 80w) isoladamente ou em combinacdo com
oxicloreto de cobre e zineb, encontraram bons resultados no controle da macha-alvo no
tomateiro. Pernezny et al. (2002), mostraram que o ativador de resisténcia em plantas
acibenzolar-S-metil (ASM) e o fungicida azoxistrobina apresentaram bons resultados no
controle da macha-alvo. Na cultura do pepino, Castro (1979) utilizou 11 fungicidas no
controle de C. cassiicola em pulveriza¢des realizadas logo apds o aparecimento dos primeiros
sintomas. Os fungicidas mais eficientes foram clorotalonil, carbendazim associado a maneb, e
maneb associado com zinco. Teramoto et al. (2004) observaram inibicéo total do crescimento
micelial de C. cassiicola pelos fungicidas mancozeb e tebuconazole.

Os produtos quimicos, citados anteriormente, sdo regulamentados para uso na cultura
do tomate e pepino pelo 6rgdo regulador nos Estados Unidos. Porém, no Brasil ainda nédo
existem produtos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA), 6rgéo regulador no pais, para o controle quimico de C. cassiicola na cultura do
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tomate e na cultura do pepino. Por outro lado, existem no proprio MAPA, registros de 16
fungicidas para o controle de C. cassiicola na cultura da soja, entre os quais estdo as
estrobilurinas, os triazéis e suas misturas (Mesquini, 2012).

Devido a falta de fungicidas registrados para estas culturas no Brasil, atualmente o
controle quimico dessa doenca ¢ realizado com fungicidas recomendados para o controle da
pinta-preta do tomateiro causada por espécies de Alternaria ou por produtos utilizados no
controle de C. cassiicola na cultura da soja, ambos com registro no MAPA (Reis & Boiteux,
2007).

Porém, a utilizacdo de fungicidas ndo recomendados para o patdgeno ou cultura
especifica pode levar ao surgimento de sérios problemas futuros, entre eles a baixa eficiéncia
no controle quimico devido ao surgimento de estirpes do patégeno resistentes aos compostos
quimicos utilizados (Ghini & Kimati, 2000). O surgimento de estirpes resistentes a
determinado principio quimico vem sendo evidenciado desde o inicio da década de 70 (Ishii,
2005). Os fungos possuem a capacidade de desenvolver mecanismos que lhes conferem
resisténcia a produtos toxicos, devido a sua grande capacidade de multiplicacdo e
variabilidade genética, criando assim, varias oportunidades para a selecdo espontanea de
linhagens resistentes ao fungicida (Parreira et al., 2009).

Neste contexto, fungos fitopatogénicos sensiveis a um determinado fungicida podem
passar a apresentar menor sensibilidade ou tornar-se resistentes, devido & mutacdo ou outro
mecanismo de variabilidade. Por exemplo, a aplicacdo intensiva de fungicidas sistémicos com
modo de agdo especifico pode vir a selecionar isolados resistentes, fazendo com que um
determinado fungo adquira resisténcia aos produtos utilizados (Garcia, 1999). Dessa forma,
um dos pontos fundamentais para evitar o surgimento da resisténcia adquirida pelo patégeno é
a tomada de decisdo correta de como sera feito o controle quimico. O uso de fungicidas de

risco em combinacdo com outro de baixo risco de selecdo para resisténcia ou a rotagdo com
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diferentes fungicidas sdo medidas recomendadas para aplicacdes por longos periodos (Ishii,
2005).

Outras medidas que podem auxiliar no controle da mancha-alvo é o tratamento
quimico das sementes e 0 uso de sementes certificadas. Na cultura da soja, Reis et al. (2010)
recomendam o uso do fungicida tiram e do carbendazim em mistura. A rotacdo de culturas
utilizando milho e outras espécies de gramineas é recomedada para essa doenca por Almeida
et al. (2005). O biocontrole, utilizando uma proteina de Bacillus cereus, apresentou bons
resultados como promotor de crescimento e indutor de resisténcia em folhas de tomateiro
contra C. cassiicola (Romeiro et al., 2010). Entretanto, ndo existem produtos biolégicos para

o0 controle da mancha-alvo do tomateriro disponiveis para comercializacdo no Brasil.

Justificativas e Hipodteses

Com o aumento nos Ultimos anos do numero de casos de mancha-alvo em diferentes
culturas de interesse econdmico no Brasil e a grande variabilidade de hospedeiras apresentado
por esse patdgeno, o agrupamento de isolados com base na hospedeira e na diferenciacdo
morfoldgica dos isolados se torna problematico para predizer patogenicidade e parentesco
genético (Dixon et al., 2009). Alguns isolados de C. cassiicola sdo patogénicos a uma grande
diversidade de plantas hospedeiras, enquanto outros mostram-se especificos ao hospedeiro de
origem. Portanto, faz-se necessario obter informacdes sobre a base filogenética, a diversidade
genética e a patogenicidade dos isolados de C. cassiicola, no intuito de se estabelecer métodos
de controle mais efetivos, e gerar informagdes para o melhoramento vegetal.

Devido a falta de fungicidas registrados para esta cultura no Brasil, o controle quimico
dessa doenca baseia-se em produtos registrados para outros patdgenos e outras culturas (Reis
& Boiteux, 2007). Porém, a utilizacdo ndo recomendada para o patdgeno ou cultura especifica

pode levar ao surgimento de sérios problemas futuros de resisténcia de alguns isolados a
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alguns compostos quimicos (Ghini & Kimati, 2000), logo, o estudo do comportamento

apresentado pelos isolados brasileiros a diferentes produtos quimicos se faz necessario.

Considerando o exposto, as hipdteses testadas neste estudo foram as seguintes:

e No Brasil, os isolados coletados de diferentes hospedeiras e diferentes regides
pertencem a diferentes espécies de Corynespora;

e Mesmo ndo existindo fungicida recomendado para o controle de C. cassiicola na
cultura de tomate e pepino, ja existem isolados resistentes a algum principio quimico;

e Osisolados de Corynespora do Brasil apresentam especificidade para a hospedeira de

origem.

Objetivos

Objetivo Geral: Investigar a variabilidade genética, morfométrica e patogénica entre isolados
de Corynespora de diferentes hospedeiras e diferentes regides geograficas e, verificar,
mediante testes in vitro a sensibilidade micelial de isolados de C. cassiicola a diferentes

fungicidas.

Objetivos Especificos:
o Realizar analise filogenética dos isolados a partir das sequéncias obtidas;
e Realizar caracterizacdo morfométrica de isolados de C. cassiicola representativos de
diferentes grupos das arvores filogenéticas;

e Realizar caracterizacdo patogénica de isolados de C. cassiicola para diferentes

espécies hospedeiras;
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e Avaliar in vitro a sensibilidade micelial de C. cassiicola, a diferentes fungicidas.
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Variabilidade genética, morfolégica e patogénica de isolados de Corynespora do Brasil e
da Florida

Resumo

Devido a grande diversidade morfoldgica e patogénica existente entre os isolados do fungo
Corynespora cassiicola, causador da mancha-alvo em diversas culturas de importancia
econémica por todo 0 mundo, o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo
molecular, morfométrica e patogénica de isolados de Corynespora provenientes de diferentes
hospedeiras coletados em diferentes regibes do Brasil e do estado da Florida, nos Estados
Unidos. Os 112 isolados avaliados foram identificados como pertencentes apenas a espécie C.
cassiicola. As regides genomicas ITS, fator de elongacdo 1-o e B-tubulina apresentaram
comportamentos diferentes quanto a distribuicdo e a resolucdo intraespecifica dos isolados
avaliados. As arvores filogenéticas das regides ITS e fator de elongacdo apresentaram
limitada resolugdo intraespecifica dos isolados quanto a hospedeira de origem e regido
geografica de coleta. A arvore filogenética construida utilizando-se somente as sequéncias da
regido B-tubulina apresentou melhor distribui¢do dos isolados quanto a hospedeira de origem,
com formacdo de dois clados distintos, cada um deles representado em sua maioria por
isolados provenientes da cultura do tomate e do pepino. Treze isolados de C. cassiicola,
representativos das arvores filogenéticas, apresentara grande variabilidade morfoldgica
guanto a cor, textura e forma da colénia, bem como, a taxa de crescimento micelial. Quanto a
cor da colbnia, os isolados apresentaram seis diferentes cores. A forma poligonal predominou
entre as colbnias. Quanto a textura da coldnia, os isolados dividiram-se em dois grupos, 7
com textura fina e 6 com textura cotonosa. A média da taxa de crescimento micelial foi de
6,05 mm/d. As dimens@es dos conidios variaram de 7,39 a 386,05 um de comprimento, 5,8 a
14,08 um de largura e 0 a 24 para 0 numero de pseudoseptos. No teste de patogenicidade os
trés isolados de C. cassiicola avaliados confirmaram patogenicidade as suas hospedeiras de
origem. Somente oito espécies de plantas avaliadas ndo apresentaram suscetibilidade aos
isolados. Apo0s caracterizacdo molecular, morfométrica e patogénica dos isolados de C.
cassiicola avaliados, concluiu-se que, exceto para a regido p-tubulina, nenhuma relacéo entre
a hospedeira de origem e a regido geogréafica de coleta dos isolados foi estabelecida neste

estudo.

Palavras-chave: mancha-alvo, ITS, fator de elongag¢ao 1-a, B-tubulina, filogenia.
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Genetic variability, morphological and pathogenic of Corynespora isolates from Brazil
and from Florida

Abstract

Because of the big morphologic and pathogenic diversity that exists among the isolates of the
fungus Corynespora cassiicola, causal agent of target spot of many crops worldwide, this
work aimed to do the molecular, morphometric and pathogenic characterization of
Corynespora isolates from different host and different geographic regions of Brazil and from
Florida State, USA. All 112 isolates belong to the species C. cassiicola. The genomic regions
ITS, elongation fator 1-a and B-tubulin presented different behaviour as to distribuition and
resolution intraspecific of isolate tested. Phylogenetic trees of the ITS regions and elongation
factor showed limited intraspecific resolution of isolates as to host of origin and geographical
region. The phylogenetic tree, constructed using only the sequences of the gene B-tubulin,
showed better distribution of isolated as to host of origin, with the formation of two distinct
clades each one represented mostly by isolates from tomato and cucumber. Thirteen isolates
of C. cassiicola representatives of phylogenetic trees showed a great morphological
variability as to colour, texture and shape of the colony, as well as the mycelial growth rate.
For colony color, the isolates showed six different colors. The polygonal form predominated
among the colonies. For colony texture isolates were divided in two groups, 7 isolates with
fine texture and 6 isolates with cottony texture. The average mycelial growth rate was 6.05
mm / day. The dimensions of the conidia ranged from 7.39 to 386.05 mm in length, 5.8 to
14.08 mm in width and 0 to 24 for the number of pseudoseptos. In the pathogenicity test all
the three isolates of C. cassiicola tested confirmed pathogenicity to their host of origin. Only
eight species of plants tested didn't show susceptibility to any isolate. After molecular
characterization, morphometric and pathogenic isolates of C. cassiicola tested, it was
concluded that, except for the B-tubulin region, no relationship between the host of origin and

geographical region of the isolates was established in this study.

Key-words: target spot, ITS, elongation fator 1-a, B-tubulin, phylogeny.
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Introducéo

Uma das mais importantes doencas da parte aérea do tomateiro e pepineiro em
diversas regides produtoras, principalmente no estado da Flérida, nos Estados Unidos, na
Regido Norte do Brasil, no Estado do Maranhdo e, nas regiGes centro-oeste e sudeste, é a
mancha-alvo ou mancha de corinéspora (Reis & Boiteux, 2007; Vallad & Burlacu, 2011).

O fungo causador da mancha-alvo, Corynespora cassiicola (Berk & Curt) Wei,
apresenta ampla distribuicdo geogréafica principalmente nos tropicos, sendo relatado em mais
de 350 plantas hospedeiras, em mais de 80 paises, parasitando folhas, flores, caules, raizes de
vegetais, cistos de nematoides e tecido humano (Carris & GLAWE, 1986; Dixon et al., 2009;
Yamada et al., 2013; Farr & Rossman, 2015). Este fungo causa grandes problemas em
diversas culturas de importancia econdmica por todo o mundo, incluindo o café conilon
(Souza et al., 2009), eucalipto (Reis et al., 2014), seringueira (Chee, 1990), algodao (Jones,
1961), pepino (Blazquez, 1967), soja (Seaman & Shoemaker, 1964), fumo (Fajola &
Alasoadura 1973) e tomate (Mohanty & Mohanty 1955).

O fungo C. cassiicola foi primeiro detectado na cultura do tomate em 1936 por F. C.
Deighton em Serra Leoa na Africa Ocidental (Wei, 1950). No Brasil, o primeiro relato desse
patégeno no tomateiro foi realizado por Alves et al. (1985) na cidade de Manaus no estado do
Amazonas. Na cultura do pepino, seu primeiro relato ocorreu no estado da Flérida, nos
Estados Unidos (Blazquez, 1967). No Brasil, esta doenga do pepino foi relatada pela primeira
vez por Verzignassi et al. (2003) no estado do Parand. Por apresentar uma grande diversidade
em relacdo a forma com que parasita suas hospedeiras, os isolados de Corynespora sdo
classificados como patogénicos quando isolados de materiais provenientes de tecido
sintomético e, saprofitico e endofitico quando isolados de material em decomposicdo ou de

tecido vivo assintomatico, respectivamente (Boosalis & Hamilton, 1957; Kingsland &
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Sitterly, 1986; Chase, 1993; Raffel et al., 1999; Lee et al., 2004; Kodsueb et al., 2008;
Chomcheon et al., 2009).

Um mesmo isolado de Corynespora pode apresentar comportamento saprofitico e
patogénico em relacdo a diferentes hospedeiras, pode também ser patogénico a grande
numero de hospedeiras ou ser patogénico somente a hospedeira de origem (Onesirosan et al.,
1974; Kingsland & Sitterly, 1986; Cutrim & Silva, 2003; Oliveira et al., 2007). Outro dado
importante a respeito da diversidade desse fungo é a ocorréncia de ragas e forma specialis
(f.sp.). Ismail & Jeyanayagi (1999) identificaram duas racas de C. cassiicola infectando
clones de seringueira. A raca 1 infectando os clones RRM 600, GT1 e IAN 873 e a raca 2
infectando RRIM 2020. Pereira et al. (2003), em teste de patogenicidade com diferentes
hospedeiras ¢ com 17 biotipos de Lantana spp. de diferentes paises, observaram
especificidade e severidade de quatro isolados de C. cassiicola provenientes de plantas de
lantana, horténsia, tomate e trapoeraba a suas hospedeiras de origem. Neste trabalho, os
autores nomearam o isolado de C. cassiicola proveniente de plantas de lantana de C.
cassiicola f. sp. lantanae.

Os isolados de Corynespora também apresentam grande diversidade morfoldgica,
principalmente em relacdo a coloracdo da col6nia, tamanho e formato dos conidios. Nghia et
al. (2008), em analise morfométrica de isolados de seringueira na Malasia, observaram grande
diversidade dos isolados em relacdo a cor da colonia, variando de marrom claro a cinza
escuro. Os esporos variaram em obclavado, cilindrico ou oval, retos ou curvos e de diversos
tamanhos. Ja Sousa & Bentes (2014) observaram grande variabilidade na coloracdo das
col6nias entre isolados do mesmo hospedeiro, entre isolados de hospedeiros diferentes e até
mesmo entre diferentes meios de cultura. Nos meios batata dextrose agar e batata sacarose

agar, a coloracéo das coldnias variou de cinza a cinza escuro, no meio aveia agar, predominou
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0 cinza claro e, no meio cenoura agar, a maioria dos isolados apresentou coloracédo hialina a
cinza claro.

Devido a ampla diversidade patogénica e morfoldgica dos isolados de Corynespora,
estudos da variabilidade genética tém sido realizados no intuito de identificar variabilidade na
populacédo deste patdgeno. Nghia et al. (2008), utilizando analise de ISSR (Internal Simple
Sequence Repeat) com 8 “primers”, em 21 isolados provenientes de clones de seringueira de
diferentes regides da Maléasia, encontraram dois grupos distintos separados em relacdo a
regido geogréafica de coleta. Um grupo com isolados das regides de Johor e Selangor e outro
grupo com isolados de diferentes regifes. Silva et al. (1998), também observaram
variabilidade genética de 32 isolados de C. cassiicola de diferentes hospedeiras e diferentes
regides geograficas para as regides ITS (internal transcribed spacer region) por RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), e para o DNA total por RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA). Neste caso foi observada correlacdo em relacdo a cor da
col6nia, taxa de crescimento da col6nia e viruléncia a berinjela, porém ndo houve relagdo com
a regido geogréafica de coleta dos isolados.

No Brasil, assim como em outros paises, ainda sdo poucas as informacgdes sobre a
variabilidade genética entre isolados de Corynespora. Os poucos trabalhos existentes sdo
restritos a utilizacdo de isolados provenientes da mesma cultura ou mesma regido geogréfica,
bem como, a utilizacdo de nameros reduzidos de isolados ou de regibes gendmicas, como
observado nos trabalhos citados anteriormente. Entre eles podem ser citados o trabalho
desenvolvido por Oliveira (2008), que fizeram andlise filogenética de 24 isolados,
provenientes de diferentes hospedeiras e regidoes geograficas do Brasil, utilizando somente 0S
primers ITS1 e ITS2 e o trabalho de Kajiwara et al. (2009) que utilizaram dois pares de
primers (ITS1 e ITS2; B-tub 2a e B-tub 2b) para testar a variabilidade de 27 isolados de

diferentes hospedeiras e regides geograficas do pais.

33



Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagédo
molecular, morfométrica e patogénica dos isolados de Corynespora provenientes de
diferentes hospedeiras coletados em diversas regides do Brasil e do estado da Florida, nos

Estados Unidos.

Material e Métodos

Todas as atividades relacionadas a analise filogenética dos isolados de Corynespora
foram conduzidas no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas (CNPH), em
Brasilia-DF, Brasil e no Laboratorio de Fitopatologia da University of Florida (Gulf Coast

Research and Education Center), Wimauma, FL, USA.

Obtencédo dos isolados de Corynespora

Sessenta e nove isolados de C. cassiicola, pertencentes a micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, obtidos de diferentes hospedeiras em diversas regides
do Brasil e 43 isolados pertencentes a micoteca do Laboratério de Fitopatologia da University
of Florida foram analisados neste estudo (Tabela 1; Figura 1). Inicialmente os isolados foram
recuperados da agua (isolados do Brasil) e de glicerol 35% (isolados da Florida), para placas
de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Castellani, 1939; Menezes &
Silva-Hanlin, 1997). Ap0s esta etapa, todos os isolados foram purificados com a confecgéo de

culturas monospdricas, para assegurar a uniformidade genética.
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Tabela 1. Origem geogréfica e espécie hospedeira dos isolados de Corynespora

utilizados nas anélises filogenética, morfométrica e patogénica.

Isolados is?lg%gr?to Localizagdo HcI)EsSpE):S:ieias
"EH - 1013° 2004 Para - PA Solanum lycopersicum L.
EH - 1019 2004 Para - PA Cucurbita moschata D.
EH - 1021 2004 Para - PA Lactuca sativa L.
EH - 1026 2004 Séo Paulo - SP Cucumis sativus L.
EH - 1027 2004 S&o Paulo - SP Cucumis sativus L.
EH - 1045 2004 Maranhédo - MA Solanum lycopersicum L.
EH - 1047 2004 Maranhéo - MA Solanum lycopersicum L.
EH - 1048 2004 Maranhédo - MA Solanum lycopersicum L.
“EH - 1049 2004 Maranhéo - MA Solanum lycopersicum L.
EH - 1065 2004 Para - PA Hydrangea macrophylla T.
EH - 1066 2004 Para - PA Malpighia emarginata D.C.
EH - 1067 2004 Para - PA Carica papaya L.
EH - 1068 2004 Para - PA Solanum lycopersicum L.
EH - 1069 2004 Para - PA Lactuca sativa L.
EH - 1070 2004 Para - PA Cucumis melo L.
EH - 1090 2005 Espirito Santo - ES Carica papaya L.
EH - 1091 2005 Espirito Santo - ES Carica papaya L.
EH - 1092 2005 Espirito Santo - ES Carica papaya L.
EH - 1107 2005 Goias - GO Zinnia elegans JAC.
“EH - 1187 2005 Parana - PR Cucumis sativus L.
EH - 1188 2005 Parané - PR Cucumis sativus L.
EH - 1453 2005 Séo Paulo - SP Cucumis sativus L.
EH - 1454 2005 S&o Paulo - SP Cucumis sativus L.
EH - 1472 2005 Tocantins - TO Solanum lycopersicum L.
EH - 1479 2005 Tocantins - TO Solanum lycopersicum L.
"EH - 1503 2006 Goias - GO Sesamum indicum L.
EH - 1504 2006 Goias - GO Sesamum indicum L.
EH - 1656 2006 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 1657 2006 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 1659 2006 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 1665 2006 Minas Gerais - MG Solanum lycopersicum L.
EH - 1666 2006 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
EH - 1667 2006 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
EH - 1699 2007 Amazonas - AM Brassica oleracea. var. capitata L.
EH - 1708 2007 Rondbnia - RO Cucumis sativus L.
EH - 1709 2007 Tocantins - TO Solanum lycopersicum L.
EH-1719 2007 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
“EH - 1720 2007 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
EH - 1721 2007 Amazonas - AM Solanum lycopersicum L.
EH - 1722 2007 Amazonas - AM Solanum lycopersicum L.
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EH - 1723
EH - 1724
EH - 1769
EH - 1796
EH - 1816
“EH - 1824
EH - 1828
EH - 1830
EH - 1840
“EH - 1927
EH - 1928
“EH - 1989
EH - 1990
“EH - 2045
“EH - 2082
EH - 2083
EH - 2095
EH - 2100
EH - 2101
“EH - 2102
EH - 2105
EH - 2106
“EH - 2107
EH - 2108
EH - 2109
EH - 2110
“EH - 2124
EH - 2127
EH - 2128
GEV 107
GEV 108
GEV 1341
GEV 1342
GEV 1343
GEV 1344
GEV 1539
GEV 1540
GEV 1541
GEV 1542
GEV 1543
GEV 1544
GEV 1545
GEV 1546
GEV 1547
GEV 1548

2007
2007

2008
2009
2008

2009
2009

2009
2009
2009
2009
2010
2010
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2008
2008
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Amazonas - AM
Amazonas - AM

Rio de Janeiro - RJ
Santa Catarina - SC
Rondénia - RO
Ceara - CE
Ceara - CE
Cearad - CE
Brasilia - DF
Espirito Santo - ES
Espirito Santo - ES
Pernambuco - PE
Pernambuco - PE
Brasilia - DF
Pernambuco - PE
Pernambuco - PE
Parana - PR
Séo Paulo - SP
S&o Paulo - SP
S&o Paulo - SP
Amazonas - AM
Amazonas - AM
Pernambuco - PE
Pernambuco - PE
Goids - GO
Goias - GO
Parana - PR
Amazonas - AM
Amazonas - AM
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL

Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Momordica charantia L.

Catharanthus roseus L.
Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.

Vigna unguiculata (L.) Walp

Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Glycine max (L.) Merr.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.
Cucumis sativus L.

Commelina benghalensis L.
Commelina benghalensis L.

Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.

Glycine max (L.) Merr.
Cucurbita pepo L.

Cucurbita pepo L.
Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
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GEV 1549
GEV 1550
GEV 1551
GEV 1552
GEV 1553
GEV 1554
GEV 1555
GEV 1556
GEV 1557
GEV 1558
GEV 1559
GEV 1560
GEV 1563
GEV 1564
GEV 1566
GEV 58
GEV 60
GEV 618
GEV 619
GEV 620
GEV 621
GEV 623
GEV 624
GEV 625
GEV 626
GEV 627
GEV 628

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL
Flérida - FL

Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum L.

& Cadigo referente a colecéo de origem.
Cadigo referente aos isolados utilizados na caracterizagdo morfométrica.
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“ 69 Isolados de C. cassiicola
v 25 Tomate @
v 21 Pepino @
v 04 Maméo
v 02 Alface @
v 02 Abobrinha ¢
v 02 Gergelim @
v 02 Trapoeraba;
v 01Soja @
v 01 Abdbora @
v 01Acerola @
v 01 Horténcia
v 01 Feijéo-Caupi @
v 01Zinea
v 01 Meldo
v 01 Meléo de S. Caetano @
v 01Vinca @
v 01 Repolho @

Figura 1. Mapa do Brasil apresentando o local de coleta dos isolados de Corynespora.

Extracdo de DNA
O DNA gendmico dos isolados brasileiros foi extraido conforme metodologia descrita
por Boiteux et al. (1999). Ja o DNA gendmico dos isolados de Corynespora da Florida
foi extraido por meio de protocolo adaptado neste estudo de Dellaporta et al. (1983) e
Boiteux et al. (1999), conforme descrito. Inicialmente, o micélio de cada isolado do
fungo obtido de cultura monospoérica com aproximadamente sete dias de idade,
crescido em meio BDA a temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 8h, foi
cuidadosamente retirado da placa de Petri com o auxilio de uma lamina de vidro
estéril e armazenado em microtubo de 2 ml contendo esferas. Em cada microtubo foi
adicionado 1 ml de Dellaporta buffer e 140 uL de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a
10%. As amostras foram agitadas por 5 segundos utilizando o vortex, em seguida,
foram agitadas por 30 segundos na velocidade 5 (o ciclo foi repetido) utilizando o

aparelho do tipo Precellys® 24. Apds esta etapa, os microtubos foram levados para o

38



freezer a -80 °C por 10 minutos e, logo ap6s, as amostras foram incubadas em banho-
maria a 65°C por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados a cada amostra 250
uL de KoAC 8M (Potassium acetate). As amostras foram agitadas por 5 segundos no
vortex, em seguida, levadas para o freezer a -21°C por 2 minutos, posteriormente,
foram centrifugadas a 12000 rpm por 2 minutos. Decorrida essa etapa, 900 uL do
sobrenadante foram coletados e transferidos para microtubos de 1.5 ml contendo 540
uL de isopropanol. Novamente, as amostras foram agitadas por 5 segundos, levadas
para o freezer a -21°C por 2 minutos e centrifugadas a 12000 rpm por 2 minutos no
vortex. Em seguida, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o pellet
remanescente foi lavado com alcool 70% (~600 pL) por duas vezes. Depois de
retirado o excesso do &lcool, os microtubos abertos foram colocados em incubadora a
37°C por 25 minutos para total evaporacdo do alcool. Por ultimo, foram adicionados
em cada microtubo 100 pL de TE (Tris-HCI 1mM pH 8,0; EDTA 0,5mM), contendo
RNase 0,1mM, em seguida, estes foram armazenados em freezer a -4'C overnight.
Finalizada a extracdo do DNA genbémico, este foi quantificado em aparelho do tipo

NanoDrop®, em seguida, armazenado em freezer a 21°C para posterior uso.

Reacéo da Polimerase em Cadeia - PCR

Para a reagdo de PCR foram utilizados os seguintes pares de primers: ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATAT-3’) e ITSS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), com
amplicon de 600 pares de bases (pb); EF1-728F (5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’) e
EF1-986R (5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’), com amplicon de 334 pares de bases
(pb); tub-F1 (5’-CCTCCAAACCGGTCAATG-3) e tub-R2 (5-
CTGGGTCAACTCGGGGAC-37), com amplicon de 979 pares de bases (pb) (White et al.,

1990; Carbone & Kohn, 1999; Shimomoto et al., 2011).
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As rea¢des de 20ul foram conduzidas utilizando 2ul de 10xPCR Buffer, 1ul de
10mM dNTPs, 0,6 pl de 50mM MgCl,, 1,8ul de cada primer (50pmoles/ul), 0,3ul de Taq
DNA Polimerase, 2ul do DNA genomico (aproximadamente 50 ng ul‘l) e 10,50ul de agua
Milli-Q® autoclavada. A amplificacdo dos fragmentos de DNA ocorreu em termociclador My
Cycler™ (BIO RAD). O programa utilizado para amplificacdo do gene p-tubulina foi 94°C
por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 94° por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto. Por fim, um ciclo de 72°C por 7 minutos. Para o gene fator de elongagdo 1-a 0
mesmo programa do gene B-tubulina foi utilizado, porém com alteracdo na temperatura de
anelamento para 58°C. Ja o programa utilizado para o gene ITS foi 94°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94° por 30 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos. A
extensdo final foi realizada a 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram separados em
gel de agarose (1,5%) em tampdo TBE 0,5X, por eletroforese conduzida a 120 V durante 2
horas, colorido com brometo de etidio e visualizado em luz UV.

Para a purificacdo das amostras (produtos da reagdo da PCR) foi utilizado o produto
ExoSAP-IT® (Affymetrix). Ap6s a purificacdo, as amostras foram encaminhadas para o
sequenciamento no laboratdrio de genémica da Embrapa Hortalicas (Brasilia, Brasil) e para a

empresa Elim Biopharmaceuticals (Hayward, California).

Analise das sequéncias

Para a construcéo das arvores filogenéticas, as sequéncias de nucleotideos obtidas dos
diferentes isolados de Corynespora foram sequenciados para a regido ITS (internal
transcribed spacer region) e para 0s genes B-tubulina e fator de elongag¢dao 1l-a. O
sequenciamento dos isolados brasileiros foi realizado no laboratorio de genémica da Embrapa
Hortalicas (Brasilia, Brasil) e dos isolados americanos na empresa Elim Biopharmaceuticals

(Hayward, California). Sequéncias forward e reverse de cada isolado foram usadas para
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formar suas respectivas sequéncias consenso. As sequéncias para cada gene foram alinhadas
com base no algoritmo MUSCLE disponivel no programa MEGA v. 6.0 (Tamura et al.,
2013). As arvores filogenéticas, baseadas nas sequéncias, foram construidas com base na
Maéaxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. O modelo General Time Reversible (GTR)
foi usado para a reconstrug¢do filogenética. As arvores de Méaxima Verossimilhanga com
bootstrap de 1000 réplicas foram construidas utilizando o programa MEGA v.6, enquanto a
analise Bayesiana foi estimada pelo programa MrBayes 3.1 (Ronquist & Huselsenbeck, 2003)
com 1.000.000 geracdes da Markov chain Monte Carlo (MCMC). As éarvores foram
visualizadas utilizando o programa FigTree versao 1.4.

Na construcdo das arvores filogenéticas foram utilizadas, aléem das sequéncias dos
isolados de C. cassiicola em estudo (Tabela 1), 26 sequéncias (AB539456.1, AB539236.1,
AB539169.1, AB539444.1, AB539242.1, AB539175.1, AB539174.1, AB539252.1,
AB539267.1, AB539447.1, AB539271.1, AB539204.1, AB539208.1, AB539450.1,
AB539285.1, ABS539218.1, AB539448.1, AB539290.1, AB539223.1, AB539462.1,
AB539292.1, ABS539225.1, AB539234.1, JN545761.1, JQ814329.1, KF810910.1,
KF266787.1) da regido ITS, dos genes fator de elongagdo 1-o e B-tubulina de isolados de C.
cassiicola depositadas no GenBank e a sequéncia do isolado de C. smithii NBRC8162 que foi

utilizado como outgroup.

Caracterizacio morfolégica da colonia

Para este ensaio foram utilizados 13 isolados de C. cassiicola representativos de
diferentes grupos das arvores filogeneéticas (Tabela 1). Um disco de 9 milimetros de didmetro
retirado da margem de uma col6nia de C. cassiicola com aproximadamente 5 dias de
crescimento em meio de cultura BDA 50%, foi colocado no centro de uma placa de Petri

sobre o meio de cultura BDA 50%. Em seguida, as placas foram vedadas e mantidas na
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camara de crescimento com temperatura de 25 * 2 °C e fotoperiodo de 8 horas. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes para cada tratamento. Na avaliacdo foram observadas caracteristicas como cor,
forma e textura da coldnia. As colénias foram mensuradas diariamente, com medicdes
perpendiculares do diametro da col6nia, por um periodo de 5 dias. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade, por meio do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Caracterizacio morfolégica de conidios

Para a mensuragdo dos conidios foram utilizados os mesmos isolados da
caracterizagdo morfologica da coldnia, exceto o isolado EH-2045 proveniente da cultura do
tomate que ndo apresentou esporulacdo. Apos finalizadas as medicGes das colbnias, 0s
esporos produzidos foram recolhidos e fixados em laminas de vidro contendo lactofenol para
posterior observacdo. A morfologia e as dimensbes dos conidios de cada isolado foram
fotografadas usando PowerShot A6501S Modelo da camara Canon fixo em microscépio
Primo Star Zeiss e medidas com AxioVisionLE software (50 conidios foram observados para
cada isolado, exceto para os isolados EH-1187, EH-1927 ¢ o EH-1989, cujas observagdes
foram realizadas em 42, 38 e 31 conidios, respectivamente. Foram mensuradas as seguintes
dimensdes dos conidios: comprimento, largura (regido mediana) e nimero de pseudo-septos.
Em relagdo ao formato, foram divididos quanto a forma (oval, obclavado, cilindrico e Y) e
curvatura (reto ou curvado). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR

(Ferreira, 2011).

Teste de patogenicidade
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Para o teste de patogenicidade foram utilizadas 23 espécies de plantas de importancia
econémica, sendo algumas reconhecidas como hospedeiras de C. cassiicola. O semeio foi
realizado em bandejas de isopor com 128 células preenchidas com substrato Plantmax®.
Apdbs as plantas atingirem duas folhas verdadeiras, estas foram transplantadas para vasos
plasticos contendo 1 kg de substrato esterilizado (100 L de solo; 200 g de adubo super
simples; 100 g de calcario; 40 g de sulfato amonio e 20 L de casca de arroz).

No preparo do inoculo, foram utilizados os isolados EH-1049, EH-2102 e EH-2107,
provenientes da cultura do tomate, pepino e trapoeraba respectivamente. Apés 10 dias de
incubacdo em camara de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 8 horas,
0 meio de cultura BDA 50% contendo esporos do fungo foi raspado utilizando um pincel e
agua destilada. A concentracdo de conidios existente na suspensdo apos filtragem com o
auxilio de gaze esterilizada foi aferida em camara de Neubauer e posteriormente ajustada para
1x10* conidios/mL.

Para a inoculacdo foi utilizado atomizador De Vilbs n°15. O indculo foi aspergido
sobre as folhas, em ambas as faces, até 0 “ponto de escorrimento”, no estadio em que as
espécies vegetais apresentaram o nimero de folhas suficiente para a inoculacdo. As plantas
controle foram tratadas com agua destilada e esterilizada. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com trés repeti¢cGes para cada tratamento, sendo um vaso com trés
plantas considerado uma unidade experimental. Apos a inoculacéo, as plantas foram mantidas
em camara Umida por 48 horas (100% UR) e, em seguida, mantidas em condicao de casa-de-
vegetacao.

Ap0os 10 dias da inoculagéo foi feita a avaliacdo observando a incidéncia da doenca em
relacdo ao total de plantas inoculadas. Um segundo experimento foi realizado utilizando os

mesmaos isolados e hospedeiras com o objetivo de confirmar os resultados obtidos. Os dados
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foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Reacao da Polimerase em Cadeia — PCR

Todos os isolados de Corynespora avaliados, provenientes de diferentes hospedeiras e
regides do Brasil e da Florida apresentaram fragmentos de DNA de aproximadamente 600
pares de bases (pb) quando amplificado pelos primers ITS4 e ITS5, de aproximadamente 979
pares de bases (pb) para os primers tub-F1 e tub-R2 e de aproximadamente 334 pares de bases

(pb) para os primers EF1-728F e EF1-986R (Figura 2).

M 2105 2106 2107 2108 2109 2110 2127 2128 212 M 1019 1021 1045 1027 1047 1049 1065 1066 1070 1090 10911092 1107| £/ 1019 1021 1026 1027 1045 1047 1048 1049 1065 1066 1067 1070 1090

650pb
500pb

00 e NG S ey g ¢ Sem

Figura 2. Gel de agarose (1,5%) mostrando o produto da PCR obtido com os primers ITS4/ITS5 (A),
tub-F1/tub-R2 (B) e EF1-728F/EF1-986R (C), compreendendo as regides genomicas ITS, fator de
elongacdo 1-a e B-tubulina de Corynespora cassiicola originados de diferentes regides e hospedeiras.
Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (M).

As sequéncias dos isolados de Corynespora obtidas nesse trabalho, quando
comparadas com sequéncias depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando-se a ferramenta BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool

Nucleotide), demonstraram que todos os isolados apresentaram identidade de nucleotideos
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com isolados de C. cassiicola. A identidade de sequéncias variou de 92 a 100% para 0 gene
da B-tubulina, de 94 a 100% para o gene do fator de elongagdo 1-a e de 91 a 100% para a
regido ITS. A menor identidade foi encontrada entre os isolados EH-1989 (92%), EH-1656
(94%) e EH-1824 (91%), para 0s genes P-tubulina, fator de elongagdo 1-o e regido ITS,
respectivamente. Apesar da grande diversidade dos isolados quanto a hospedeira de origem e
a regido geografica de coleta, ndo foi identificada neste estudo nenhuma espécie diferente de
C. cassiicola. Isto confirma a ampla gama de hospedeiras e distribuicdo geogréafica de C.
cassiicola, conforme ja relatado em diversos artigos (Lamotte, 2007; Déon et al., 2014; Farr
& Rossman, 2015).

A arvore filogenética gerada com 104 sequéncias da regido ITS, baseada no método de
Méxima Verossimilhanca, agrupou os isolados em um grande clado (A), quando comparado
com C. smithii utilizado como outgrup (Figura 3). Este clado contém isolados de C. cassiicola
de diferentes hospedeiras e diferentes regides geogréaficas do Brasil e da Florida, bem como
sequéncias de isolados de referéncia de C. cassiicola obtidos do GenBank. Internamente ao
clado A, foram observados dois sub clados (I e I1). O sub clado | é formado pelos isolados
EH-2107 e EH-2108, ambos provenientes de plantas de trapoeraba do estado de Pernambuco,
suportado por um bootstrap de 63% e o sub clado Il, formado em sua grande maioria por
isolados provenientes da cultura do pepino de diversas regides geogréaficas, suportado por um
bootstrap de 79% (Figura 3). Os isolados de C. cassiicola provenientes da cultura de tomate
do Brasil e da Florida, bem como, os isolados referéncia do Japdo e do Brasil, ndo
apresentaram formacéo de sub clados, apenas um agrupamento Unico dentro do grande clado
A. Estes resultados indicam a baixa resolugdo intraespecifica da regido ITS para este fungo,
seja relacionado com a hospedeira de origem ou com a regido geografica de coleta dos

isolados. Contudo, neste estudo foi observada no sub clado 11, uma tendéncia ao agrupamento
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de isolados de C. cassiicola provenientes da cultura do pepino. Por outro lado, nenhum tipo
de relacdo quanto a regido geografica de origem foi observada (Figura 3).

Esses resultados corroboram os de Oliveira (2008) em analise filogenética utilizando
24 isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras e regides geograficas do
Brasil. Os resultados mostraram que a regido ITS permitiu somente a identificacdo da espécie,
diferenciando os 24 isolados somente do género Helminthosporium, agrupado anteriormente a
espécie C. cassiicola. Nenhuma relacdo foi encontrada quanto a hospedeira de origem ou a
regido geogréafica de coleta dos isolados. Romruensukharom et al. (2005), utilizando os
primers 1TS4 e ITS5, por meio da técnica de RFLP em 24 isolados de seringueira coletados
de diferentes regides geogréaficas da Tailandia, observaram que essa regido permitiu também
somente a identificacdo da espécie. Neste mesmo trabalho, os autores também utilizaram a
técnica de RAPD, onde foi possivel separar os isolados em trés distintos clados, porém nao
foi observada relacdo desses clados com a regido geografica de coleta dos isolados. Bakhshi
et al. (2015), relataram em estudo utilizando 161 isolados de Cercospora provenientes de 102
diferentes hospedeiras no norte do Ird, que a regido ITS apresentou uma resolucdo limitada
para quase todas as espécies, sendo capaz apenas de distinguir C. chenopodii, C. solani e C.
sorghicola das outras espécies. Crouch et al. (2009), utilizando sequéncias da regido ITS de
69 isolados de Colletrichum provenientes de grama, observaram que em analise filogenética
realizada para este patdgeno utilizando somente a regido ITS, em alguns casos os resultados
podem mostrar-se ndo confidveis, apresentando arvore filogenética de baixo suporte e

limitada resolucéo intraespecifica.
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Figura 3. Arvore filogenética de 104
sequéncias de ITS gerada a partir de analise
de Maéxima Verossimilhanga, reconstruida
com robustez de 1000 réplicas nao
paramétricas de bootstrap. Foram utilizadas
93 sequéncias dos isolados do Brasil e da
Florida, 10 sequéncias (AB539456.1 -
Perilla frutescens L., Japdo; AB539444.1 -
Cucumis sativus L., Japdo; AB539447.1 -
Solanum lycopersicum L., Japdo;
AB539450.1 - Solanum melongena L.,
Japdo; AB539448.1 - Capsicum annum. L.,
Japdo; AB539462.1 - Capsicum annum. L.,
Japdo; JQ814329.1 - Hevea brasiliensis L.,
Brasil;  JN545761.1 -  Malvaviscus
concinnus Kunth, Equador; KF810910.1 -
Hydrangea macrophylla T.,  Brasil;
KF266787.1 - Solanum lycopersicum L.,
Brasil) dos isolados de C. cassiicola
depositadas no GenBank e a sequéncia do
isolado de C. smithii NBRC8162 que foi
utilizado como outgroup.
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A Figura 4 ilustra a arvore filogenética gerada com 109 sequéncias do gene do fator de
elongagdo 1-o. Os resultados observados nesta arvore mostram melhor distribuicdo dos
isolados de C. cassiicola, com formacdo de um nimero maior de clados, quando comparado
aos resultados obtidos na arvore filogenética gerada com sequéncias da regido ITS. Porém, foi
observada baixa resolu¢do intracspecifica em relagdo aos isolados de diferentes hospedeiras e
regides geogréaficas. Entre os diversos clados apresentados nesta arvore, pode-se destacar o
clado A, que apresentou o agrupamento em sua grande maioria de isolados de C. cassiicola
proveniente da cultura do tomate, coletados no Brasil e na Florida. Entretanto, neste clado ndo
foi possivel observar relacdo dos isolados quanto a regido geografica de coleta (Figura 4).
Internamente a outros clados, porém bastante semelhante ao observado na arvore filogenética
gerada com as sequéncias da regido ITS, o clado B representado pelos isolados de trapoeraba
(EH-2107 e EH-2108) coletados no estado de Pernambuco, também apresentaram
agrupamento quando submetidos ao fator de elongacdo 1-a, suportado por um bootstrap de
70% (Figura 4).

No clado C, pode-se observar uma tendéncia desse gene ao agrupamento de isolados
provenientes da cultura do tomate. Neste caso, representado pelos isolados EH-1068 e EH-
2045, coletados no Estado do Para e em Brasilia respectivamente, suportado por um bootstrap
de 88% (Figura 4). A tendéncia deste gene ao agrupamento de isolados provenientes da
mesma hospedeira de origem foi refor¢ada no clado D, com o agrupamento dos isolados EH-
1091 e EH-1092, ambos provenientes da cultura do maméo, coletados no estado do Espirito
Santo. Os demais isolados, entre eles os isolados de C. cassiicola provenientes da cultura do
pepino, agruparam em outros clados sem correlacdo evidente tanto em relacao a hospedeira de
origem, quanto a regido geogréafica de coleta (Figura 4).

Em estudo de filogenia utilizando a regido ITS e o gene fator de elongacao 1-a,

Groenewald et al. (2013) trabalharam com 360 isolados de Cercospora provenientes de 88
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diferentes hospedeiras e 49 paises. Os resultados indicam que, quando os autores utilizaram
somente a regido ITS, esta foi capaz de distinguir apenas C. zeina e C. zeae-maydis. Porém,
quando utilizado o gene fator de elonga¢ao 1-o, este foi capaz de distinguir 33 das 73
espécies. Ademais, 0s autores citam, ainda, a necessidade do sequenciamento de outros genes
para uma melhor identificacdo das espécies. Woudenberg et al. (2014), também em trabalho
de filogenia com 183 isolados de Alternaria, utilizaram uma andlise com varios genes, entre
eles 0 gene fator de elongagdo 1-a. Estes autores encontraram em seus resultados 62 espécies

descritas e outras novas espécies de Alternaria, quando utilizaram esse gene.
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Figura 4. Arvore filogenética de 109
sequéncias do gene fator de elongagao
1-0. gerada a partir de analise de
Maxima Verossimilhanga, reconstruida
com robustez de 1000 réplicas nao
paramétricas de bootstrap. Foram
utilizadas 100 sequéncias dos isolados do
Brasil e da Flérida, 8 sequéncias
(AB539236.1 - Perilla frutescens L., Japdo;
AB539242.1 - Cucumis sativus L., Japdo;
AB539252.1 - Cucumis sativus L., Japdo;
AB539267.1 - Hydrangea macrophylla L.,
Japéo; AB539271.1 - Solanum lycopersicum
L., Japdo; ABb539285.1 - Solanum
melongena L., Japdo; AB539290.1 -
Capsicum annum. L., Japdo; AB539292.1 -
Capsicum annum. L., Japdo) dos isolados de
C. cassiicola depositadas no GenBank e a
sequéncia do isolado de C. smithii
NBRC8162 que foi utilizado como
outgroup.

EH- 2082

B

EH-1070

=
I

o (EH-100
EH-2045
EH-1840
EH-1880
H|EH-1013
EH-1666

[—EH-2102
P en o7
|- EH- 187
EH- 1188
EH- 1708
EH-1928
EH-2127
EH-2105
EH-2124
EH-2106
EH-2128
EH-1021
EH-1026
EH-1027
EH-1045
EH-1090

[||eR-1484

EH- 1667

EH-1699

EH-1720

EH-2095

EH-2100

EH-2101

C. cassiicola ABS.

C. cassiicola ABS!

C. cassiicola ABS5:

LEH-1T19

— EH-1091
EH-10%2

- EH-1503

L EH-1504

EH-1989

[

C. cassiicola AB539271.1

C. cassiicola AB539292.1
C. cassiicola AB539285.1
C. cassiicola AB539290.1

C. cassiicolaAB539267.1

39236.1
392521
39242 1

G. smithil NBRC8162

50



A arvore filogenética baseada no método de Maxima Verossimilhanga gerada a partir
das sequéncias do gene B-tubulina, obtidas de isolados de C. cassiicola de diferentes
hospedeiras e regides geograficas, e isolados obtidos do GenBank ilustrados na Figura 5,
indicou melhor distribuicdo dos isolados de C. cassiicola quando submetidos ao
sequenciamento com 0 gene B-tubulina em compara¢do com a regido ITS ¢ o gene fator de
elongagdo 1-a apresentados anteriormente.

O gene pB-tubulina apresentou melhor resolugdo intraespecifica em relagdo a
hospedeira de origem dos isolados com a formacdo de dois clados significativamente
distintos, clado A e clado B, com alto suporte de bootstrap. O clado A, formado
principalmente pelos isolados de C. cassiicola provenientes da cultura do tomate, coletados
no Brasil e na Florida, suportados por um bootstrap de 72%. Os isolados de referéncia
TTRC1-1 e GCC1 obtidos do GenBank proveniente da cultura do tomate coletados no Japao,
também se agruparam nesse mesmo clado.

Internamente ao clado A, foram observados trés sub clados (Al, A2, A3) que
aparentemente evidenciam uma tendéncia do gene B-tubulina ao agrupamento de isolados de
C. cassiicola coletados na mesma regido geografica (Figura 5). O clado Al foi formado pelos
isolados GEV 624 e GEV 1549, ambos provenientes da cultura do tomate coletados no estado
da Flérida. O clado A2, formado pelos isolados EH-1047 e EH-1049, provenientes da cultura
do tomate coletados no estado do Amazonas. E o clado A3, formado pelos isolados EH-1824
e EH-1828, provenientes da cultura do tomate coletados no estado do Ceara (Figura 5).

O clado B foi formado pelo agrupamento de isolados de C. cassiicola provenientes de
diferentes hospedeiras, porém com predominancia dos isolados de C. cassiicola provenientes
da cultura do pepino (Figura 5). Internamente ao clado B, foram observados outros sub
clados, entre eles os sub clados (B1 e B2). Semelhante ao ocorrido nas arvores filogenéticas

da regido ITS e do gene do fator de elongacdo 1-a, os isolados EH-2107 e EH-2108,
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provenientes de plantas de trapoeraba do estado de Pernambuco, agruparam em um Unico
clado (B1), suportado por um bootstrap de 98% (Figura 5). O clado B2 foi formado pelo
agrupamento quase que exclusivamente de isolados de C. cassiicola provenientes da cultura
do pepino, exceto pelos isolados EH-2045 (tomate), EH-2127 e EH-2128 (abobrinha) e EH-
1699 (repolho).

O isolado EH-2045 proveniente da cultura do tomate, diferente dos outros isolados de
tomate, agrupou em um clado interno ao B2, com isolados de C. cassiicola provenientes da
cultura do pepino (Figura 5). Portanto, este resultado evidencia um comportamento diferente
do isolado EH-2045 quando submetido aos genes fator de elongacdo 1-a e B-tubulina. Quando
submetido ao gene fator de elongagao 1-a, este isolado agrupou com o isolado EH-1068
também proveniente da cultura do tomate, porém quando submetido ao gene B-tubulina, este
agrupou com os isolados EH-1719 e EH-1927, ambos provenientes da cultura do pepino,
suportado por um bootstrap de 85% (Figura 5). Walker et al. (2012), em trabalho de
comparagao dos genes fator de elongacdo 1-a e B-tubulina, observaram que o ritmo acelerado
da evolugdo do gene fator de elongacdo 1-a cria limitacdes na identificagdo intraespecifica
dos fungos.

A melhor distribui¢do dos isolados de C. cassiicola quanto a hospedeira de origem,
obtida pelo gene B-tubulina, em comparagio a regidao ITS e o gene elongagdo 1-a, pode ser
explicada, em partes, pelo tamanho das sequéncias utilizadas que variaram de 979, 600 a 334
pb para o gene B-tubulina, o gene fator de elongagao 1-a ¢ a regido ITS, respectivamente. Min
& Hickey (2007), avaliando o efeito do comprimento das sequéncias de DNA de alguns
fungos, demonstram que o comprimento das sequéncias apresenta grandes efeitos sobre os
resultados das arvores filogenéticas. Concluindo que as sequéncias menores que 600 pb nédo
sdo adequadas para uma relacdo filogenética precisa, porém sdo suficientes para a

identificacdo de espécies.
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Visando uma melhor distribuicdo e resolucdo intraespecifica dos isolados de C.
cassiicola avaliados, foi construida neste trabalho uma arvore filogenética concatenada
utilizando a regido ITS e os genes elongagdo 1-a e B-tubulina. Porém, esta ndo apresentou 0s
resultados esperados, com limitada resolucdo intraespecifica dos isolados avaliados.
Ultimamente, um ndmero maior de genes na construcdo de uma arvore filogenética
concatenada, vem sendo uma pratica bastante utilizada nos trabalhos de analise filogenética.

Talhinhas et al. (2002) realizaram as primeiras andlises filogenéticas utilizando varios
genes nas espécies de Colletotrichum. A arvore filogenética concatenada utilizando a regido
ITS e os genes B-tubulina e his4, apresentou uma boa distribuicdo dos isolados quanto a
hospedeira de origem e a regido de coleta. Porém, resultados negativos como os encontrados
neste estudo vem sendo observados em outros trabalhos. Cannon et al. (2012) explicam este
resultado em revisdo realizada com Colletotrichum que nem sempre o aumento no nimero de
genes pode melhorar a distribuicdo e resolucdo intraespecifica dos isolados avaliados,
podendo em alguns casos diminuir o desempenho dos resultados encontrados em analise com
genes separadamente. Em alguns casos, essa pratica pode vir a aumentar a complexidade, mas
ndo melhorar a clareza dos resultados. Walker et al. (2012) realizaram trabalho utilizando
varias combinagdes com a regido ITS, os genes elongagdo 1-o e B-tubulina e os primers
FG1093 e MS204 de um novo gene. Os resultados indicaram que, dependendo do numero e
combinacg6es de genes utilizados na construcéo da arvore filogenética concatenada, pode vir a
limitar a distribuicdo e resolucéo intraespecifica dos isolados avaliados.

Os resultados obtidos neste estudo, tanto para o gene do fator de elongagdo 1-a,
quanto para o gene B-tubulina, corroboram os de Shimomoto et al. (2011). Estes avaliaram a
diversidade genética de 67 isolados de C. cassiicola de diferentes hospedeiras, entre elas
tomate, pepino e pimentdo coletados no Japdo, utilizando o primer universal para o gene

elongagdo 1-a e construiram um primer para o gene B-tubulina visando a especificidade da
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espeécie C. cassiicola. Nos resultados eles obtiveram 3 clados relacionados com a hospedeira e
patogenicidade dos isolados, porém nenhuma relagdo quanto a origem geografica dos isolados
foi observada. Kajiwara et al. (2009), além da regido ITS, também utilizaram o gene f-
tubulina para analise filogenética de 27 isolados de C. cassiicola de diferentes hospedeiras e
regides geograficas do Brasil. Eles observaram uma tendéncia ao agrupamento dos isolados
em relacdo a hospedeira de origem distribuidos em trés clados, porém eles também néo

observaram nenhum agrupamento de isolados quanto a regido geogréfica.

54



Figura 5. Arvore filogenética de 91
sequéncias do gene B-tubulina gerada a
partir  de  andlise  de Maxima
Verossimilhanca, reconstruida com
robustez de 1000 réplicas ndo paramétricas
de bootstrap. Foram utilizadas 81
sequéncias dos isolados do Brasil e da
Flérida, 9 sequéncias (AB539169.1 -
Perilla frutescens L., Japdo; AB539175.1 -
Cucumis sativus L., Japdo; AB539174.1 -
Perilla frutescens L., Japdo; AB539204.1 -
Solanum lycopersicum L.,  Japdo;
AB539208.1 - Solanum lycopersicum L.,
Japdo; AB539218.1 - Solanum melongena
L., Japdo; AB539223.1 - Capsicum annum.
L., Japdo; AB539225.1 - Capsicum annum.
L., Japdo; AB539234.1 - Plumeria rubra
L., Japdo) dos isolados de C. cassiicola
depositadas no GenBank e a sequéncia do
isolado de C. smithii NBRC8162 que foi
utilizado como outgroup.

Corynespora smithii NBR§162
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Morfologia da coldnia

Os 13 isolados de C. cassiicola apresentaram grande variabilidade morfoldgica quanto
a cor, textura e forma da colénia, bem como, a taxa de crescimento micelial (Tabela 2; Figura
6). Quanto a cor da colbnia, entre os isolados avaliados foram observadas sete diferentes
cores, quando analisada a frente da placa, estas variaram do branco ao marrom escuro, e cinco
diferentes cores foram observadas quando a andlise foi realizada no verso da placa, estas
variaram do cinza claro ao preto (Tabela 2; Figura 6).

Neste estudo, os resultados mostram uma predominancia de isolados de C. cassiicola
com coldnias de formato poligonal. Quando observada a textura da col6nia, sete isolados
apresentaram colbnias com textura fina e seis apresentaram uma textura cotonosa. Os
resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos encontrados por Qi et al. (2011), em
trabalho de caracterizacdo morfoldgica de 22 isolados de C. cassiicola provenientes de
diferentes hospedeiras da China. Estes autores encontraram cinco diferentes cores de colonia
variando do branco ao verde escuro. Diferente do encontrado no presente trabalho, a
predominancia observada pelos autores foi de colénias com textura cotonosa, porém os dois
trabalhos foram bastante similares quanto ao formato da coldnia, com predominancia de
isolados com col6nias de forma poligonal. Ndo foi observada nenhuma relacdo quanto a
hospedeira de origem e a regido geogréafica de coleta dos isolados.

Diferenca significativa em relagdo a taxa de crescimento micelial foi observada entre
os isolados de C. cassiicola avaliados (Tabela 2). Comparando-se a taxa de crescimento
micelial dos diferentes isolados de C. cassiicola foi possivel observar, em teste de variancia,
formacé&o de cinco grupos distintos. O primeiro grupo representado pela letra “a” na Tabela 2,
formado pelos isolados EH-1503 e EH-2045 apresentou a menor taxa de crescimento
micelial. O isolado EH-2045 proveniente da cultura do tomate apresentou menor taxa de

crescimento micelial (3,3 mm/d) e menor didmetro da colonia (16,5 mm). Os grupos “b” (EH-
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1187 e EH-2107), “c” (EH-1049, EH-1720 e EH-1824) ¢ “d” (EH-1013, EH-1927, EH-2082,
EH-2101 e EH-2124) apresentaram taxa de crescimento micelial e diametro da coldnia
intermediaria. Ja o grupo “e”, formado apenas pelo isolado EH-1989 proveniente da cultura
do pepino, apresentou maior taxa de crescimento micelial (8,57 mm/d) e maior didmetro da
colénia (42,87 mm) entre os isolados avaliados (Tabela 2).

Nghia et al. (2008), utilizando isolados de C. cassiicola da cultura da seringueira na
Malésia, encontraram em teste de Duncan, 12 grupos distintos quanto a taxa de crescimento
micelial. A taxa de crescimento micelial dos isolados variou de 5,7 a 10,0 mm/d e didmetro da
colénia variando de 40,3 a 70,8mm. Oliveira (2008), utilizando isolados de C. cassiicola
provenientes de diferentes hospedeiras do Brasil, obteve taxa de crescimento micelial com
média de 6,8 mm/d, bastante semelhante a média encontrada no presente trabalho, que foi de

6,05 mm/d.

Tabela 2. Caracterizacdo visual e taxa de crescimento micelial (mm/d) de colénias de isolados de

Corynespora cassiicola aos 5 dias de incubacéo.

Isolado Cor da Colonia Textura Forma CrZ?cXi?niito Diéme} ro da
Frente Verso (mm/d) Colonia

EH-1013 Cinza Cinza Claro Cotonosa Circular 7,22 d 36,12
EH-1049 Olivaceo Cinza Claro Fina Poligonal 5,85 c 29,25
EH-1187 Marron Marron Claro Fina Poligonal 4,92 b 24,62
EH-1503 Cinza Cinza Claro Cotonosa Poligonal 3,37 a 16,87
EH-1720 Marron Escuro Marron Escuro Fina Poligonal 5,4 c 27
EH-1824 Marron Claro Marron Claro Cotonosa Poligonal 5,65 c 28,25
EH-1927 Branca Cinza Claro Cotonosa Poligonal 6,95 d 34,75
EH-1989 Branca Marron Claro Cotonosa Circular 8,57 e 42,87
EH-2045 Marron Claro Marron Escuro Cotonosa Poligonal 3,3 a 16,5
EH-2082 Olivaceo Cinza Claro Fina Poligonal 7,1 d 35,5
EH-2102 Olivéaceo Preto Fina Circular 78 d 39
EH-2107 Verde Escuro Preto Fina Poligonal 5,05 b 25,25
EH-2124 Olivaceo Cinza Escuro Fina Poligonal 7,52 d 37,62

Taxa de crescimento micelial e didmetro da coldnia seguidos pela mesma letra mindscula (na coluna) nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

57



EH-1013 e EH-1720 EH-2102

F vV F Vv

EH-1187 EH-2107

\
\

EH-1049 EM-1824 e EH-1989

oo
) 'S
Y v

Figura 6. Variabilidade morfoldgica da col6nia entre isolados Corynespora cassiicola aos 5 dias de

F

incubacdo em meio de cultura BDA 50%, temperatura de 25 £+ 2 °C e fotoperiodo de 8 horas. (F)

Frente da placa e (V) Verso da placa.

Morfologia dos conidios

A morfologia dos conidios também foi muito varidvel entre os isolados de C.
cassiicola avaliados (Tabela 3; Figura 7). Quanto as dimensdes dos conidios, todos 0s
isolados de C. cassiicola variaram de 7,39 a 386,05 pm de comprimento, 4,48 a 14,08 um de
largura e 0 a 24 para o numero de pseudoseptos (Tabela 3). Quando comparados esses
resultados com os limites inferior e superior propostos por Ellis & Holliday (1971) para a
descricdo da espécie, que varia de 40 a 420 um de comprimento, 10 a 20 um de largura e 4 a
20 para 0 numero de pseudoseptos, observa-se uma pequena diferenga nas dimensdes dos
conidios obtidos neste estudo. Todos os isolados apresentaram limite inferior do comprimento
de conidio menor que 40 um proposto por Ellis & Holliday (1971), porém, quanto ao limite
superior, todos os isolados avaliados estdo dentro do padrdo descrito para a espécie. Os
resultados para a largura dos conidios também apresentaram as mesmas variacfes observadas

quanto ao comprimento dos conidios. Quanto ao nimero de pseudoseptos, todos os isolados
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avaliados diferiram quanto ao limite inferior e superior descrito para a espécie. Todos 0s
isolados apresentaram limite inferior de pseudoseptos de 0 e o isolado EH-2124 apresentou 24
pseudoseptos (Tabela 3). Qi et al. (2011) também encontraram diferenca nas dimensdes dos
conidios de C. cassiicola quanto aos limites inferiores e superiores propostos para a espécie.
Os resultados apresentados por estes autores mostraram limites inferior de 10,1 e superior de
277.2 para 0 comprimento, para a largura o limite inferior foi de 1,3 e o superior de 17,1 e
numero de pseudoseptos dos conidios de 0 a 18.

O isolado EH-2045 apresentou, apos sete dias de crescimento em meio BDA 50%,
somente clamidosporos, estrutura de resisténcia produzida por alguns microrganismos devido
as condicdes adversas (Figura 7). De modo semelhante, Oliveira et al. (2012) também relatam
a producdo desta estrutura em col6nias de isolados de C. cassiicola provenientes da cultura
do pepino no Brasil.

Com base na andlise de variancia das dimensdes dos conidios, os isolados de C.
cassiicola foram divididos em cinco grupos distintos quando observado o comprimento dos
conidios (Tabela 3). Os isolados EH-1503 (45,23 um) e EH-2107 (147,29 um) apresentaram
menor e maior comprimento, respectivamente. Para a largura dos conidios, quatro grupos
distintos foram formados, sendo os isolados EH-1927 (7,40 um) e EH-1720 (10,03 pum), os de
menor e maior largura, respectivamente. Quanto ao nimero de pseudoseptos, os isolados
formaram quatro grupos distintos. O isolado EH-2124 (1,42 um) e o isolado EH-2107 (6,04
um) apresentaram menor ¢ maior niimero de pseudoseptos, respectivamente (Tabela 4).

Os isolados de C. cassiicola apresentaram grande variabilidade quanto a curvatura e
forma dos conidios (Figura 7; Figura 8). Todos os isolados avaliados apresentaram maior
percentual de conidios retos em relagcdo aos curvos, exceto o isolado EH-2107 que apresentou
54% dos conidios curvos. Os isolados EH-1049 e EH-2102 apresentaram grandes percentuais

de conidios retos, 98% e 96%, respectivamente (Figura 8A).
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Os resultados mostram uma grande variabilidade quanto a forma dos conidios, com a
maioria dos isolados apresentando conidios distribuidos entre a forma oval, obclavado e
cilindrico, exceto os isolados EH-1927, EH-1989, EH-2107 e EH-2124 que apresentaram
somente conidios cilindricos e obclavados. Entre estes, somente o isolado EH-2124
apresentou mais de 50% dos conidios na forma obclavada (Figura 8B). O isolado EH-1720
proveniente da cultura do pepino destaca-se por apresentar conidios de todas as formas, sendo
0 Unico a possuir conidios com a forma de Y (Figura 8B). Isolados com conidios em forma de
Y também foram encontrados por Qi et al. (2011) em 15 dos 22 isolados de C. cassiicola .

Porém, conidios com a forma obclavada predominaram entre os isolados avaliados por estes

autores, bem como, os conidios com formato curvo.

Figura 7. Variabilidade morfoldgica dos conldlos e clamidosporos produzidos por isolados Corynespora
cassiicola com 5 dias de incubacdo: (A) EH-1989, (B) EH-1503, (C) EH-2107, (D) EH-1049, (E) EH-
2045, (F) EH-2082, (G) EH-2124, (H) EH-1720. Escala: 50 um
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Tabela 3. Comprimento (um), largura (um) e numeros de pseudoseptos dos conidios de isolados de

Corynespora cassiicola aos 5 dias de incubacéo.

Isolado Comprimento (um) Largura (um) N° de pseudoseptos
Minimo Méximo Média Minimo Maéaximo Média Minimo Méximo Média

EH-1013 21,12 149,16 9159 ¢ 6,93 12,84 9.58 d 0 14 5.70 d
EH-1049 29,62 244,78 9837 ¢ 6,5 13,28 9.13 c 0 8 3.60 b
EH-1187 15,08 114,43 60.78 b 5,68 10,94 7.56 a 0 8 3.42 b
EH-1503 13,71 129,27 4523 a 4,77 11,95 8.06 b 0 9 1.76 a
EH-1720 17,09 182,07 7857 ¢ 5,52 12,94 1003 d 0 8 278 b
EH-1824 23,56 220,6 8524 ¢ 5,08 10,94 79 b 0 10 440 ¢
EH-1927 15,52 182,88 9118 ¢ 5,22 10,44 7.40 a 0 14 4.26 [
EH-1989 23,09 233,61 69.60 b 4,48 10,89 8.48 b 0 8 3.29 b
EH-2082 34,04 357,39 12470 d 6,44 14,08 9.01 c 0 12 3.70 b
EH-2102 7,39 176,78 7839 ¢ 5,37 9,91 7.40 a 0 11 4.06 c
EH-2107 10,9 386,05 14729 e 5,46 12,17 8.29 b 0 24 6.04 d
EH-2124 25,55 150,05 69.01 b 4,98 111 7.52 a 0 6 1.42 a

Médias seguidas de mesma letra mindscula (na coluna) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 8. Distribuicdo em percentual (%) da curvatura (A) e forma (B) dos

conidios dos isolados de Corynespora cassiicola com 5 dias de incubacao.
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Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade das 23 espécies de plantas avaliadas, apenas a abobrinha,
as alfaces ‘Vanda’ e ‘Raider’, o jilo, o maxixe, o pimentdo, o quiabo e a salsa nao
apresentaram suscetibilidade aos isolados de C. cassiicola. Os trés isolados de C. cassiicola
avaliados confirmaram patogenicidade as suas hospedeiras de origem, sendo o isolado EH-
1049 patogénico aos tomates ‘Dominador’ e ‘Tospodoro’, o isolado EH-2102 patogénico aos
pepinos ‘Taisho’ e ‘Tsuyataro’ ¢ o isolado EH-2107 patogénico a trapoeraba (Tabela 4). Os
resultados mostram que as espécies de planta apresentaram comportamento diferente quanto a
suscetibilidade aos isolados avaliados. A abdbora, a couve ¢ o tomate ‘Tospodoro’ foram
suscetiveis aos isolados EH-1049 e EH-2107, porém ndo suscetiveis ao isolado EH-2102. A
berinjela e 0 pepino ‘Taisho’ foram suscetiveis apenas ao isolado EH-2102. O meldo e o
repolho foram suscetiveis apenas ao isolado EH-2107. O tomate ‘Dominador’ foi suscetivel
aos isolados EH-1049 e EH-2102, ja a planta de trapoeraba aos isolados EH-2102 e EH-2107
(Tabela 4).

Shimomoto et al. (2011) encontraram especificidade de isolados de C. cassiicola
guanto a hospedeira de origem em teste de patogenicidade realizado. Dos 64 isolados de C.
cassiicola de diferentes hospedeiras, apenas um isolado de pepino foi patogénico a todas as
espécies de plantas utilizadas, os outros isolados de pepino foram patogénicos somente a
plantas de pepino, bem como isolados provenientes da cultura do tomate e de perilla foram
patogénicos somente a plantas de tomate e perilla, respectivamente.

Quanto a incidéncia das doencas os isolados apresentaram diferenca significativa entre
si e entre as hospedeiras avaliadas (Tabela 4). O isolado EH-1049 foi mais agressivo ao
feijdo-caupi, ao feijao-de-vagem e a rucula, com media de incidéncia da doenca de 100%. O
isolado EH-2102 foi mais agressivo ao feijdo-caupi, a racula e ao pepino ‘Tsuyataro’, com

média de incidéncia da doenca de 77,78% para o feijao-caupi e de 100% pra rdcula e pepino
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‘Tsuyataro’. Ja o isolado EH-2107 foi mais agressivo a abobora, ao feijao-caupi, ao feijao-de-
vagem, a rdcula, a soja e a trapoeraba, com média de incidéncia da doenca de 77,78% para a
abobora e a soja e de 100% para ao feijao-caupi, ao feijdo-de-vagem, a rdcula, e a trapoeraba
(Tabela 4). O pepino ‘Tsuyataro’, o tomate ‘Tospodoro’ e a trapoeraba apresentaram
diferenca significativa para os trés isolados avaliados, sendo mais suscetiveis aos isolados
EH-2102, EH-1049 e EH-2107, respectivamente (Tabela 4). Dixon et al. (2009), em teste de
patogenicidade com 50 isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras,
avaliaram a incidéncia da doenca em oito diferentes espécies de plantas, entre elas o tomate e
0 pepino. O tomate e o pepino foram suscetiveis a todos os isolados testados com alta
incidéncia da doenca. De maneira similar ao encontrado no presente estudo, as demais
hospedeiras apresentaram comportamento diferente quanto aos isolados avaliados por Dixon
et al. (2009). Algumas espécies de plantas apresentaram baixa incidéncia da doenca para
alguns isolados e outras espécies ndo apresentaram sintomas.

A Figura 9 apresenta os resultados dos dois experimentos realizados em diferentes
épocas para o teste de patogenicidade. Os resultados mostram que 14 das 23 espécies de
plantas avaliadas nos dois experimentos comportaram-se de maneira semelhante quanto a
suscetibilidade a C. cassiicola, porém, algumas plantas apresentaram comportamentos
diferentes nos dois experimentos. A abobora, a berinjela, o repolho e a rdcula foram
suscetiveis aos isolados de C. cassiicola somente no primeiro experimento. Situagdo contraria
foi observada para a abobrinha e o quiabo que foram suscetiveis aos isolados de C. cassiicola
somente no segundo experimento (Figura 9).

Qi et al. (2011), em teste de patogenicidade com 17 isolados de C. cassiicola
provenientes da cultura da seringueira, encontraram especificidade de alguns isolados a
determinado clone de seringueira. Os clones também apresentaram comportamento diferente

quanto aos isolados avaliados, sendo suscetiveis a alguns isolados e resistentes a outros.
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Cutrim & Silva (2003), em teste de patogenicidade utilizando diferentes espécies de
plantas a dois isolados de C. cassiicola provenientes da cultura do tomate, encontraram em
seus resultados, suscetibilidade da abobora, feijdo-caupi, maxixe, pimentdo, quiabo e
vinagreira aos isolados avaliados.

Os resultados obtidos neste ensaio evidenciam a grande diversidade de hospedeiras
apresentada pelos isolados de C. cassiicola. De todas as espécies de plantas consideradas
suscetiveis aos isolados de C. cassiicola avaliados, exceto a rucula, a couve e o repolho ndo
sdo consideradas hospedeiras de C. cassiicola. Até o presente momento, nao existem registros
no “Fungal Databases, Systematic Mycology and Microbiology Laboratory” ou em outra
literatura, de relatos de isolados de C. cassiicola patogénicos a cultura da rucula, couve e
repolho no mundo. A cultura da berinjela, feijdo-de-vargem, catharanthus roseus, meldo-de-
sdo-caetano e zinia, apesar de ja existirem relatos de doenca causada C. cassiicola em outros

paises, no Brasil até 0 momento ndo existem relatos.
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Tabela 4. Patogenicidade de trés isolados de Corynespora cassiicola a diferentes espécies de plantas

de importancia econémica.

Hospedeira Nome cientifico EH-1049 EH-2102 EH-2107
Abobora Cucurbita moschata D. 22,22 Ba' 0,00 Aa' 77,78 Db’
Abobrinha Cucurbita pepo L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Alface Crespa Vanda Lactuca sativa L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Alface Raider Lactuca sativa L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Berinjela Solanum melongena L. 0,00 Aa 22,22 Aa 0,00 Aa
Couve Brassica oleracea L. 66,67 Cc 0,00 Aa 33,33 Bb
Feijéo-caupi Vigna unguiculata L. 88,89 Da 71,78 Ca 100,00 Da
Feijao-de-vagem Phaseolus vulgaris L. 100,00 Db 66,67 Ba 100,00 Db
Jilo Solanum gilo Raddi 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Maxixe Cucumis anguria L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Meldo Cucumis melo L. 0,00 Aa 0,00 Aa 55,56 Cb
Pepino Taisho Cucumis sativus L. 0,00 Aa 55,56 Bb 0,00 Aa
Pepino Tsuyataro Cucumis sativus L. 22,22 Ba 100,00 Cc 55,55 Ch
Pimentdo Capsicum annuum L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Quiabo Abelmoschus esculentus L. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Repolho Brassica ol. var. Capitata L. 0,00 Aa 0,00 Aa 44,44 Cb
Racula Eruca sativa Mill. 100,00 Da 100,00 Ca 100,00 Da
Salsa Petroselinum crispum Mill. 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Soja Glycine max L. 33,33 Ba 66,67 Bb 77,78 Db
Tomate Dominador F1 Solanum lycopersicum L. 66,67 Cb 55,56 Bb 0,00 Aa
Tomate Tospodoro Solanum lycopersicum L. 44,45 Cb 0,00 Aa 55,55 Cb
Trapoeraba Commelina benghalensis L. 0,00 Aa 44,45 Bb 100,00 Dc
Vinagreira Hibiscus sabdariffa L. 33,33 Ba 22,22 Aa 33,33 Ba

!Incidéncia da doenca (I) seguida pela mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 9. Estabilidade patogénica de trés isolados de Corynespora cassiicola a
diferentes espécies de plantas de importdncia econdmica em dois experimentos:
Abébbora (1), Abobrinha (2), Alface Crespa Vanda (3), Alface Raider (4), Berinjela
(5), Couve (6), Feijdo-caupi (7), Feijao-de-vagem (8), Jil6 (9), Maxixe (10), Meldo
(12), Pepino Taisho (12), Pepino Tsuyataro (13), Pimentdo (14), Quiabo (15), Repolho
(16), Racula (17), Salsa (18), Soja (19), Tomate Dominador F1 (20), Tomate
Tospodoro (21), Trapoeraba (22), Vinagreira (23).
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Sensibilidade in vitro de isolados de Corynespora cassiicola, provenientes de diferentes
hospedeiras e regifes geograficas, a fungicidas

Resumo
Por nédo existirem produtos registrados para o controle quimico de C. cassiicola na cultura do

tomate e do pepino no Brasil, este vem sendo realizado utilizando-se principalmente
fungicidas recomendados para o controle da pinta-preta no tomateiro e da mancha-alvo na
soja. Este € um procedimento ilegal e inadequado que pode levar a diminuicdo da
sensibilidade e a resisténcia a determinados produtos. Devido a estes fatores, o presente
trabalho teve como objetivo realizar testes in vitro da sensibilidade micelial de isolados de C.
cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras e regides geogréficas do Brasil a diferentes
fungicidas. Em ensaio preliminar, utilizando-se alguns isolados de C. cassiicola, foi realizada
a obtencdo da dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de C. cassiicola em 50%
(DE50). Os resultados mostraram que os fungicidas clorotalonil e carbendazim apresentaram
altos valores da DE50 para a maioria dos isolados avaliados, com média superior a 50 mg.L™.
Para o fungicida tebuconazole os valores da DE50 variaram de 0,50 a 18,79 mg.L™. Os
fungicidas pyrimethanil, fludioxonil e cyprodinil apresentaram menores valores da DESO0,
guando comparados aos fungicidas anteriores. Para estes fungicidas a DE50 obtida foi de 1
mg.L™ para o fludioxonil, 3 mg.L™ para cyprodinil, 5 mg.L™ para boscalid e fluopyram, 10
mg.L™ para tebuconazole, azoxystrobin e pyrimethanil e 50 mg.L™ para clorotalonil e
carbendazim. No teste de inibicdo do crescimento micelial (ICM) de 55 isolados de C.
cassiicola, os resultados mostraram uma variacdo entre os fungicidas e os isolados avaliados.
O fungicida fludioxonil na concentracio de 1 mg.L™ apresentou maior valor de ICM quando
comparado aos demais fungicidas avaliados, com valor médio de 85,69%. Ja o fungicida
clorotalonil apresentou menor valor de ICM com média de 31,56%. Quanto aos isolados
avaliados, o EH-1710 apresentou maior valor de ICM de 74,14% e o isolado EH-2125
apresentou o menor valor de ICM, com média de 34,57%. Os resultados obtidos evidenciam

um grande potencial de uso do fungicida fludioxonil no controle de mancha-alvo.

Palavras-chave: mancha-alvo, fungicidas, controle quimico.
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In vitro sensitivity Corynespora cassiicola isolates from different hosts and geographic
regions, to fungicides

Abstract
Once there is no chemichal product registered to control Corynespora cassiicola on tomato

and cucumber in Brazil, the control has been made by the use of fungicides registered for
early blight of tomato and target spot of soybean. This an illegal and inappropriate procedure
that may lead to a decrease of sensitivity and resistant of some product.. Because these
factors, this work aimed to test the in vitro mycelial sensitivity of C. cassiicola isolates from
different host and different geographic regions of Brazil to different fungicides. In a
preliminary test, using some C. cassiicola isolates, it was obtained the efective dose able to
decrease micelial growth of C. cassiicola in 50% (ED50). As a result the fungicides
cloratalonil and carbendazim showed great ED50 values to most isolates tested, with average
upper 50 mg.L™. For the tebuconazole fungicide the values of ED50 varied from 0,50 to
18,79 mg.L™". The ED50 of fungicides pyrimethanil, fludioxonil and cyprodini, was lower
when compared the former fungicides. These fungicide ED50 were 1 mg.L™ to fludioxonil
fungicide, 3 mg.L? to cyprodinil, mg.L™ to boscalid and Fluopyram, 10 mg.L™ to
tebuconazole, azoxystrobin and pyrimethanil and 50 mg.L? to chlorothalonil and
carbendazim. In the mycelial growth inhibition test (ICM) there was a greate variation among
fungicides and the 55 C. cassiicola isolates tested. The fludioxonil fungicide at a
concentration of 1 mg.L™ showed higher ICM when compared to fungicides tested, with
average of 85.69%. Chlorothalonil fungicide showed the lowest ICM values with average of
31.56%. As to the isolates tested, the EH-1710 showed higher ICM of 74.14% and the isolate
EH-2125 showed the lowest value of ICM between the isolates tested, with average of
34.57%. The results show a great expectation of good effects of fludioxonil fungicide on

target spot control.

Key-words: target spot, fungicides, chemical control.
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Introducéo

A mancha-alvo ou mancha de corinéspora, causada pelo fungo Corynespora cassiicola
(Berk & Curt) Wei, vem sendo nos ultimos anos um grande desafio para diversas espécies de
plantas de interesse econdmico, tais como o tomateiro e o pepineiro (Mendonca et al., 2012).
Essa doenca se torna mais problematica em regides com temperaturas variando de 20°C a
32°C, umidade relativa do ar em torno de 80% e molhamento foliar com duracdo de 16-44
horas (Muliterno de Melo, 2009; Mesquini, 2012; Mendonga et al., 2012).

No Brasil, o primeiro relato da mancha-alvo na cultura do tomateiro foi realizado em
1985 por Alves et al., na cidade de Manaus no estado do Amazonas. Atualmente esta doenca
se encontra distribuida em varias regiGes produtoras do pais. Na cultura do pepino, a doenca
foi relatada inicialmente por Verzignassi et al. (2003) no estado do Parana. O patégeno pode
sobreviver em restos de cultura por até dois anos, em sementes contaminadas e infectando
diversas plantas hospedeiras. Sua disseminacéo € realizada principalmente pelas sementes a
longa distancia e a curta distdncia pelo vento e pela 4gua da chuva ou irrigacdo (Reis &
Boiteux, 2007).

A principal caracteristica da doenca € a presenca de manchas foliares que vdo se
multiplicando e aumentando de tamanho, reduzindo a area foliar da planta, com consequente
gueda na producdo (Cardoso & Normando, 1991). Inicialmente, seus sintomas podem ser
confundidos com os da pinta-preta, causada pelo fungo Alternaria solani, ou a mancha e
pinta-bacterianas, causadas pelas bactérias Xanthomonas spp. e Pseudomonas syringae pv.
tomato, respectivamente (Vallad & Burlacu, 2011).

Os sintomas da mancha-alvo no tomateiro tém inicio com o aparecimento de manchas
pequenas e aquosas na superficie da folha que, posteriormente, aumentam de tamanho e se
tornam circulares e de coloragdo marrom clara, causando uma desfolha generalizada com o

avanco da doenca. Os sintomas nos frutos vao desde pequenas pontuacgdes circulares marrom-
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escuras a grandes lesGes circulares marrons com coloracdo cinza escuro ao preto no centro,
que, posteriormente, se racham tornando os frutos inadequados ao mercado consumidor
(Volin et al., 1989; Vallad & Burlacu, 2011).

Na cultura do pepino, os sintomas da mancha-alvo iniciam-se na forma de pequenas
manchas angulares, de coloracdo clara, que evoluem para manchas circulares, com o centro de
cor palha e pequeno halo amarelo claro. Com o progresso da doenca, as manchas crescem,
tomando formato arredondado e apresentando centro marrom claro e bordos encharcados de
coloracdo olivacea. Ainda ndo foram observados sintomas da doenca em caule, frutos e raizes
(Teramoto et al., 2011).

O controle da mancha-alvo baseia-se principalmente no plantio de sementes de boa
qualidade, tratamento de sementes, destruicdo de restos de plantas apos a colheita, rotacdo de
culturas com gramineas ndo hospedeiras e pulverizagdes com fungicidas. (Lopes et al., 2005).
Outra pratica bastante utilizada no controle da mancha-alvo € o uso de cultivares resistentes,
porém ainda ndo existem relatos de cultivares comerciais de tomate resistentes a essa doenca
no Brasil. Embora fontes de resisténcia ja terem sido identificadas em alguns paises (Vallad &
Burlacu, 2011), no Brasil, o Unico relato de cultivar resistente a mancha-alvo foi na cultura do
pepino com o hibrido “Taisho” (Sakata, 2015).

Devido a varios fatores, entre eles a falta de cultivares resistentes, o controle da
macha-alvo em outros paises concentra-se no uso de aplicagdes periddicas de fungicidas
(Schlub et al., 2009). Entretanto, no Brasil ainda ndo existem produtos registrados para o
controle quimico de C. cassiicola na cultura do tomate e do pepino, apesar de ja existir
registro de 16 fungicidas para o controle deste fungo na cultura da soja (Mesquini, 2012,
AGROFIT, 2015). Portanto, no Brasil o controle quimico dessa doenca vem sendo realizado
utilizando-se principalmente fungicidas recomendados para o controle da pinta-preta no

tomateiro e da mancha-alvo na soja.
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A utilizacdo de fungicidas recomendados para o controle de outro patdgeno ou em
outra cultura pode se basear em dosagem inadequada ao patégeno de interesse. A utilizagédo
incorreta da dose recomendada é um dos fatores que podem acarretar 0 surgimento de
problemas futuros como: variacdo na sensibilidade ao produto, surgimento de estirpes do
patdgeno resistentes e consequentemente baixa eficiéncia no controle quimico (Ghini &
Kimati, 2000; FRAC, 2015). Fungos fitopatogénicos, antes sensiveis a um determinado
fungicida, podem apresentar isolados com menor sensibilidade ao produto ou até mesmo
tornar-se resistentes, se a aplicacdo for realizada de forma ndo recomendada. Isso pode
ocorrer devido a mutacdo ou outro mecanismo de variabilidade do patégeno (Parreira et al.,
2009).

Resisténcia a fungicida ¢ uma alteracdo estavel e herddvel de um patdogeno a uma
determinada dose de fungicida, resultando numa reducdo da sensibilidade ao produto. A
resisténcia a fungicidas pode ser classificada como resisténcia qualitativa ou quantitativa e
cruzada ou multipla. A resisténcia qualitativa ¢ governada por poucos ou apenas um gene
dominante, sendo que para muitos fungicidas a mutagdo em um tnico gene ¢ suficiente para o
surgimento de estirpes resistentes. Ja a resisténcia quantitativa é governada por varios genes
com efeitos menores, apresentando relacdo com fungicidas de risco moderado. A resisténcia
cruzada ocorre quando um patdgeno torna-se resistente a dois ou mais fungicidas com o
mesmo mecanismo de agdo, conferida pelo mesmo fator genético. Ja a resisténcia multipla
ocorre quando linhagens patogénicas que apresentam mecanismos de resisténcia separados
para dois ou mais fungicidas ndao relacionados, tornam-se resistentes (Pereira, 2009; Reis et
al., 2010).

O desenvolvimento da resisténcia depende da frequéncia de isolados nao sensiveis, do

grau de resisténcia, da grandeza da diferenca de sensibilidade dos isolados sensiveis e dos ndo
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sensiveis, sendo este expresso pelo Fator de Resisténcia (Ghini & Kimati, 2000; Avozani,
2011).

No intuito de conhecer melhor o comportamento de isolados de C. cassiicola a
diferentes grupos quimicos, inumeros trabalhos séo realizados em todo 0 mundo. Teramoto et
al. (2012), testando a sensibilidade de seis isolados de C. cassiicola de soja a sete fungicidas
sist€émicos, observaram que, dos sete fungicidas testados, seis foram altamente a
medianamente fungitdxicos para todos os isolados. Porém, o tiofanato-metilico do grupo
quimico dos benzimidazodis, nao foi considerado fungitoxico aos isolados de C. cassiicola
testados. Miyamoto et al. (2009), também em teste de sensibilidade ao fungicida boscalide,
utilizando 438 isolados de C. cassiicola, encontraram resisténcia em 49% dos isolados
testados, sendo que destes, 189 foram moderadamente resistentes e 25 altamente resistentes.
Ishii et al. (2011), utilizando 28 isolados considerados resistentes ao boscalid em teste de
sensibilidade com o fungicida fluopyram, concluiram que todos os isolados avaliados eram
sensiveis.

Um dos pontos fundamentais para evitar o surgimento de patdgenos resistentes a um
determinado produto quimico € a tomada de decisdo de maneira correta de como sera
realizado o controle quimico (Parreira et al., 2009). Fazer rotacdo de principios ativos ou
evitar o uso de fungicidas com tendéncia a resisténcia dos isolados seria a principal estratégia
a ser utilizada. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar testes in vitro da
sensibilidade micelial de isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras e

regides geograficas do Brasil a diferentes fungicidas.

Material e Métodos
Todas as atividades relacionadas ao teste quimico dos isolados de C. cassiicola foram

conduzidas no Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas (CNPH), em Brasilia-DF
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e no laboratorio de Fitopatologia da University of Florida (Gulf Coast Research and

Education Center), Wimauma, FL, USA.

Obtencdo dos isolados de Corynespora cassiicola

Cinquenta e cinco isolados de C. cassiicola, pertencentes a micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, obtidos de diferentes hospedeiras em diversas regioes
geograficas do Brasil foram analisados neste estudo (Tabela 1). Inicialmente os isolados,
preservados em agua (Castellani, 1939), foram recuperados em placas de Petri com meio de

cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Menezes & Silva-Hanlin, 1997).

Tabela 1. Origem geogréfica e espécie hospedeira dos isolados utilizados no teste
de sensibilidade a fungicidas.

Isolados . Ano de Localizacéo Espécigs
isolamento Hospedeiras

EH - 1013 2004 Para - PA Solanum lycopersicum L.
EH - 1049 2004 Maranh&o - MA Solanum lycopersicum L.
EH - 1066 2004 Para - PA Malpighia emarginata D.C.
EH - 1068 2004 Para - PA Solanum lycopersicum L.
EH - 1069 2004 Para - PA Lactuca sativa L.
EH - 1070 2004 Para - PA Cucumis melo L.
EH - 1092 2005 Espirito Santo - ES Carica papaya L.
EH - 1107 2005 Goiés - GO Zinnia elegans JAC.
EH - 1187 2005 Parana - PR Cucumis sativus L.
EH - 1188 2005 Parana - PR Cucumis sativus L.
EH - 1453 2005 Séo Paulo - SP Cucumis sativus L.
EH - 1472 2005 Tocantins - TO Solanum lycopersicum L.
EH - 1503 2006 Goias - GO Sesamum indicum L.
EH - 1504 2006 Goias - GO Sesamum indicum L.
EH - 1656 2006 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 1657 2006 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 1665 2006 Minas Gerais - MG Solanum lycopersicum L.
EH - 1666 2006 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
EH - 1667 2006 Amazonas - AM Cucumis sativus L.
EH - 1699 2007 Amazonas - AM Brassica oleracea var. capitata L.
EH - 1708 2007 Rondbnia - RO Cucumis sativus L.
EH - 1709 2007 Tocantins - TO Solanum lycopersicum L.
EH - 1710 2007 Tocantins - TO Cucumis sativus L.
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EH-1719 2007 Amazonas - AM Cucumis sativus L.

EH - 1720 2007 Amazonas - AM Cucumis sativus L.

EH -1721 2007 Amazonas - AM Solanum lycopersicum L.
EH - 1723 2007 Amazonas - AM Solanum lycopersicum L.
EH - 1724 2007 Amazonas - AM Solanum lycopersicum L.
EH - 1796 2009 Santa Catarina - SC Catharanthus roseus L.

EH - 1816 2008 Rondénia - RO Solanum lycopersicum L.
EH - 1824 2009 Cearé - CE Solanum lycopersicum L.
EH - 1830 2009 Ceara - CE Vigna unguiculata (L.) Walp
EH - 1927 2009 Espirito Santo - ES Cucumis sativus L.

EH - 1928 2009 Espirito Santo - ES Cucumis sativus L.

EH - 1979 2009 Goiés - GO Carica papaya L.

EH - 1989 2010 Pernambuco - PE Cucumis sativus L.

EH - 1990 2010 Pernambuco - PE Cucumis sativus L.

EH — 2045 2011 Brasilia - DE Solanum lycopersicum L.
EH - 2082 2011 Pernambuco - PE Solanum lycopersicum L.
EH - 2083 2011 Pernambuco - PE Solanum lycopersicum L.
EH - 2100 2012 Sdo Paulo - SP Cucumis sativus L.

EH - 2101 2012 Séo Paulo - SP Cucumis sativus L.

EH - 2102 2012 S30 Paulo - SP Cucumis sativus L.

EH - 2105 2013 Amazonas - AM Cucumis sativus L.

EH - 2106 2013 Amazonas - AM Cucumis sativus L.

EH - 2107 2013 Pernambuco - PE Commelina benghalensis L.
EH - 2108 2013 Pernambuco - PE Commelina benghalensis L.
EH - 2109 2013 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 2110 2013 Goias - GO Solanum lycopersicum L.
EH - 2123 2014 Amazonas - AM Malpighia emarginata D.C.
EH 2124 2014 Parana - PR Glycine max (L.) Merr.

EH - 2125 2014 Amazonas - AM Piper longum Linn.

EH — 2126 2014 Maranh&o - MA Solanum lycopersicum L.
EH — 2127 2014 Amazonas - AM Cucurbita pepo L.

EH - 2128 2014 Amazonas - AM

Cucurbita pepo L.

& Codigo referente a colecéo de origem.

Determinacéao da sensibilidade micelial de Corynespora cassiicola a diferentes fungicidas

Para determinar a dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de C. cassiicola
em 50% (DESO0), alguns isolados foram selecionados e avaliados em ensaios preliminares. No
ensaio com os fungicidas tebuconazole, clorotalonil e carbendazim foram utilizados 30

isolados de C. cassiicola em cinco diferentes concentragdes 0; 1; 10; 100 e 1000 ppm.
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A DE50 dos fungicidas pyrimethanil, fludioxonil e cyprodinil foi determinada
utilizando-se seis isolados de C. cassiicola representativos em ensaios anteriores, nas
concentracdes 0; 0,1; 1; 10 ppm. Ja a DE50 dos fungicidas boscalid, azoxystrobin e
fluopyram foi obtida de ensaios realizados por Vallad & Burlacu (2011).

O meio de cultura BDA utilizado nos ensaios foi preparado e separado em diferentes
erlenmeyers (Menezes & Silva-Hanlin, 1997), ap6s a autoclavagem, os meios foram
resfriados a temperatura aproximada de 42% com posterior adi¢do dos fungicidas, de modo a
obter as concentracdes necessarias. Logo apdés a adicdo do fungicida, o meio foi
homogeneizado com ajuda de um agitador magnético por 1 minuto e vertido em placas de
petri (90 x 15 mm) esterilizadas.

Um dia apds o preparo do meio de cultura com os fungicidas, discos de micélio dos
isolados de C. cassiicola, obtidos de coldnias com 7 dias de idade foram transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura BDA e fungicida. Em seguida, as placas foram
vedadas e mantidas em cadmara de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de
8 horas. O delineamento experimental foi feito em blocos ao acaso com trés repeticdes por
tratamento e cada tratamento foi constituido por uma placa.

A avaliacdo foi realizada em um intervalo de trés dias ap6s a montagem do ensaio, até
o preenchimento total da placa testemunha pelo fungo. Foi utilizada uma régua milimetrada
para medir o didmetro de cada coldnia. O calculo da porcentagem de inibi¢cdo do crescimento
micelial (ICM) foi realizado por meio da formula ICM=[(T — F)/T]x100, onde T ¢ o didmetro
da colonia da testemunha e F € o didmetro da colonia do tratamento com o fungicida. Em
seguida, foi estimada, por meio da utilizagdo dos parametros calculados pela regressao do
ICM versus o logl0 da concentragdo do fungicida, a dose efetiva capaz de inibir o

crescimento micelial em 50% (DE50) para cada fungicida avaliado. As médias da DE50
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obtidas nos ensaios para cada fungicida avaliado foram utilizadas em posterior ensaio de

sensibilidade.

Efeito in vitro de diferentes fungicidas sobre o crescimento micelial de isolados de
Corynespora cassiicola de diferentes hospedeiras e regibes geogréaficas do Brasil

Neste ensaio foram utilizados 55 isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes
hospedeiras e regides geograficas do Brasil e nove diferentes fungicidas. Quanto ao modo de
acao, os fungicidas utilizados sdo classificados na FRAC (www.frac.info) como:
Tebuconazole pertencente ao grupo G1: inibidores da Biossintese de ergosterol; Clorotalonil
ao grupo M5: multipla acdo; Carbendazin ao grupo B1: divisdo celular e mitose; Pyrimethanil
e Cyprodinil ao grupo D1: sintese de aminoacido e proteinas; Fludioxonil ao grupo E2:
transducdo do sinal osmético; Boscalid e Fluopyram ao grupo C2: respiracdo (inibicdo do
complexo I1) e Azoxystrobin ao grupo C3: respiragdo (inibicdo do complexo Il11).

O preparo do meio de cultura BDA seguiu 0 mesmo protocolo utilizado no ensaio
anterior. A concentracdo de cada fungicida a ser adicionada ao meio de cultura foi
determinada pela média da DE50 obtida no ensaio de determinacdo da sensibilidade micelial
de C. cassiicola a diferentes fungicidas. Logo ap6s a adi¢do do fungicida o meio de cultura foi
homogeneizado por meio de um agitador magnético por 1 mim e vertidos em placas de petri
(90 x 15 mm) esterilizadas.

Para esse ensaio, discos de micelio dos isolados de C. cassiicola, obtidos de colonias
com 7 dias de idade foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
com fungicida. Para o controle, discos de micélio do patdgeno, foram transferidos para placa
de Petri contendo somente meio de cultura BDA. Em seguida, as placas foram vedadas e

mantidas em camara de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 8 horas.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com trés repeticdes por
tratamento e cada tratamento foi constituido por uma placa com trés isolados (Ishii et al.,
2011; Walter et al., 2014). O ensaio foi repetido para garantir a fidelidade dos dados.

A avaliacdo foi realizada em um intervalo de trés dias ap6s a montagem do ensaio, até
0 preenchimento total da placa testemunha pelo fungo. Foi utilizada uma régua milimetrada
para medir o didmetro de cada coldnia. O calculo da porcentagem de inibi¢ao do crescimento
micelial (ICM) foi realizado por meio da formula ICM=[(T — F)/T]x100, onde T ¢ o didmetro
da colonia da testemunha ¢ F é o didmetro da col6nia do tratamento com o fungicida. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Determinacdo da sensibilidade micelial de Corynespora cassiicola a diferentes fungicidas

No ensaio com os fungicidas tebuconazole, clorotalonil e carbendazim, no qual foram
utilizados 30 isolados de C. cassiicola em cinco diferentes concentragdes 0; 1; 10; 100 e 1000
mg.L™, a dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de C. cassiicola em 50%
(DE50), apresentou maior variacdo para o fungicida tebuconazole, quando comparado aos
fungicidas clorotalonil e carbendazim, sendo que essa variagdo também foi observada quanto
aos isolados avaliados (Tabela 2).

Para o fungicida tebuconazole, os valores da DE50 variaram de 0,50 a 18,79 mg.L™.
O isolado EH-1723, proveniente do estado do Amazonas, apresentou menor valor entre os
isolados avaliados, com somente 0,50 mg.L'l. Ja 0 isolado EH-1724, também de tomate do

) L. 1
estado do Amazonas, apresentou maior valor, sendo necessaria uma dose de 18,79 mg.L
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para inibir em 50% o crescimento micelial. Estes resultados mostram uma variabilidade dos
isolados provenientes da mesma hospedeira e da mesma regido geografica ao fungicida
tebuconazole (Tabela 2). Este mesmo comportamento foi observado por Xavier et al. (2013)
que avaliaram a sensibilidade de 24 isolados de C. cassiicola provenientes da cultura da soja
ao fungicida carbendazim. Os isolados MES 926 e MES 930, ambos provenientes do estado
do Paran4, apresentaram valores da DE50 diferentes, sendo estes de 1 mg.L™ e maior que
1000 mg.L™?, respectivamente. Neste trabalho, a média da DE50 encontrada para este
fungicida foi maior que 50 mg.L™.

Os isolados de C. cassiicola apresentaram comportamento semelhante quando
observada a dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial em 50% para os fungicidas
clorotalonil e carbendazim. A maioria dos isolados avaliados para os dois fungicidas
apresentaram DE50 maior que 50 mg.L™. Para o fungicida clorotalonil, somente os isolados
EH-1068 (7,39x10° mg.L?), EH-1719 (0,20 mg.L?), EH-2101 (0,50 mg.L?), EH-1816
(1,07x10™® mg.L™") apresentaram DE50 menor que 50 mg.L™ . Quanto ao fungicida
carbendazim, os isolados de C. cassiicola que apresentaram DE50 menor que 50 mg.L™
foram: EH-1049 (6,22x10™ mg.L™), EH-2082 (3,64x10™"" mg.L?), EH-2083 (0,30 mg.L™),

EH-1665 (2,5 mg.L™), EH-1920 (0,40 mg.L ™) EH-1667 (8,99x10™"" mg.L™) (Tabela 2).
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Tabela 2. Determinacdo da dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de
isolados de Corynespora cassiicola em 50% (DE50) aos fungicidas clorotalonil,
tebuconazole e carbendazim.

Estimativa da DE5S0

Isolado Clorotalonil Tebuconazole Carbendazim
EH-1453 > 50 7,70 > 50
EH-1724 > 50 18,79 > 50
EH-1989 > 50 4,23 > 50
EH-1722 > 50 1,61 > 50
EH-1454 > 50 4,40 > 50
EH-1013 > 50 3,10 > 50
EH-1708 > 50 8,44 > 50
EH-1824 > 50 7,30 > 50
EH-1187 > 50 7,99 > 50
EH-1723 > 50 0,50 > 50
EH-1928 > 50 2,34 > 50
EH-1068 7,39 x 10° 14,67 > 50
EH-1719 0,20 3,38 > 50
EH-1049 > 50 1,86 6,22 x 10™
EH-1721 > 50 1,56 > 50
EH-2082 > 50 2,90 3,64 x 107
EH-2100 > 50 2,50 > 50
EH-2102 > 50 1,81 > 50
EH-2083 > 50 11,75 0,03
EH-2101 0,50 9,08 > 50
EH-1990 > 50 2,95 > 50
EH-1479 > 50 6,92 > 50
EH-1665 > 50 9,84 24,94
EH-2045 > 50 11,89 > 50
EH-1709 > 50 0,68 > 50
EH-1720 > 50 4,40 0,04
EH-1816 1,07 x 107" 6,80 > 50
EH-1472 > 50 4,80 > 50
EH-1927 > 50 3,94 > 50
EH-1667 > 50 6,75 8,99 x 107"

L vValores da DE50 em mg.L™ .



Os fungicidas cloratalonil e carbendazim também apresentaram comportamento
semelhante quando observada a frequéncia de isolados avaliados a diferentes niveis da DE50
(Figura 1). Dos isolados avaliados, cerca de 86,67% apresentaram DE50 maior que 50 mg.L™
e apenas 13,33% apresentaram DE50 variando entre 0,00 e 15 mg.L™ parao clorotalonil. J&
para o carbendazim, 80% dos isolados apresentaram DE50 maior que 50 mg.L™, 16,67% com
DES50 variando entre 0,00 e 15 mg.L™ e 3,33% apresentaram DE50 variando entre 15 e 30
mg.L™ (Figura 1). Quanto ao fungicida tebuconazole, aproximadamente 33,67% dos isolados
avaliados apresentaram DES50 variando entre 0,00 e 3 mg.L™, 23% entre 6 e 9 mg.L™ e
somente 3% dos isolados avaliados apresentaram DE50 variando entre 15 e 19 mg.L™ (Figura
1).

Esses resultados corroboram os de Teramoto et al. (2011) que, ao avaliar a inibicédo de
isolados de C. cassiicola a diferentes fungicidas, entre eles os fungicidas tebuconazole,
cloratalonil e carbendazim, encontraram grande variacao dos isolados aos fungicidas testados
com valores da DES5O0 inferiores a 3,2 mg.L™ para o fungicida tebuconazole e valores maiores
que 50 mg.L™ para os fungicidas cloratalonil e carbendazim. Os dois Gltimos resultados foram
iguais aos encontrados no presente trabalho. Avozani (2011) também encontrou variacdo de
quatro isolados de C. cassiicola provenientes da soja ao fungicida carbendazim, sendo que a

maioria dos isolados apresentaram DE50 maior que 40 mg.L™.
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Figura 1. Distribuicéo de frequéncia de isolados em faixas de concentra¢fes das doses
efetivas de (A) carbendazim e clorotalonil e (B) tebuconazole para inibir em 50%

(DE50) o crescimento micelial in vitro de isolados de Corynespora cassiicola.

Para os fungicidas pyrimethanil, fludioxonil e cyprodinil, as doses efetivas com
capacidade de inibir o crescimento micelial de C. cassiicola em 50% foram menores quando
comparadas aos fungicidas tebuconazole, cloratalonil e carbendazim. Os valores da DE50
encontrados para o fungicida pyrimethanil variaram de 0,6 a 27,23 mg.L™, sendo os isolados
EH-1979 e EH-1107 com menor e maior valor da DE5O0, respectivamente. Os isolados EH-

1979 e EH-2082 apresentaram menor e maior valor da DE50 para o fungicida cyprodinil,
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variando de 0,16 a 5,41 mg.L™, respectivamente. O fungicida fludioxonil destaca-se entre os
demais por apresentar baixos valores da DE50, todos menores que 0,20 mg.L™ (Tabela 3).
Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Li & Xiao (2008) em trabalho
de sensibilidade de isolados de Penicillium expansum provenientes de macd para 0S
fungicidas pyrimethanil e fludioxonil. Os resultados mostram valores da DE50 menores que
0,03 mg.L™ para o fungicida fludioxonil e valores menores que 2,1 mg.L™ para o fungicida
pyrimethanil. Clark et al. (2011), trabalhando com 40 isolados de C. cassiicola, encontraram

valores da DE50 menores que 0,50 mg.L™ para o fungicida fludioxonil.

Tabela 3. Determinacdo da dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial de isolados de
Corynespora cassiicola em 50% (DE50) aos fungicidas pyrimethanil, fludioxonil e cyprodinil.

Estimativa da DE50!

Isolado Pyrimethanil Fludioxonil Cyprodinil
EH-1070 2,8 0,07 2,92
EH-1107 21,38 0,05 2,60
EH-1657 4,30 0,11 1,77
EH-1979 0,60 0,20 0,16
EH-2082 27,23 0,08 541
EH-2110 2,35 0,02 0,88

L Valores da DE50 em mg.L™ .

Com base nas medias da DE50 obtidas neste ensaio, foi realizada a determinacéo da
dose efetiva capaz de inibir o crescimento micelial dos isolados de C. cassiicola provenientes
de diferentes culturas e regides geogréaficas do Brasil em 50% para cada fungicida avaliado. A
concentracdo de cada fungicida a ser adicionada ao meio de cultura foi de 1 mg.L™ para o
fungicida fludioxonil, 3 mg.L™ para cyprodinil, 5 mg.L™ para boscalid e fluopyram, 10 mg.L"
! para tebuconazole, azoxystrobin e pyrimethanil e 50 mg.L™ para clorotalonil e carbendazim.
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Efeito in vitro de fungicidas sobre o crescimento micelial de isolados de Corynespora
cassiicola de diferentes hospedeiras e regides geograficas do Brasil

O teste de média realizado com os dados obtidos neste ensaio mostrou que a
comparacdo feita entre isolados e fungicidas avaliados apresentou grande variacdo quanto a
porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (ICM). Os fungicidas azoxystrobin,
clorotalonil, cyprodinil e tebuconazole apresentaram 5 grupos distintos com grande variacdo
dos valores de ICM para os isolados avaliados. O fungicida tebuconazole apresentou a maior
variacdo, com valores de ICM variando de 0 a 100%, ja o fungicida azoxystrobin apresentou a
menor variacdo com valores de ICM variando de 0 a 71,60%. Para este fungicida, quatro
isolados apresentaram valor de ICM de 0%, considerados altamente resistentes (Tabela 4).
Entretanto, o fungicida azoxystrobin pertence ao grupo C3 quanto ao seu modo de acgdo e
fungicidas pertencentes a esse grupo baseiam-se na inibicdo da respiracdo mitocondrial, com
interrupcao da producdo de ATP pelo patdgeno. Alguns patdgenos de plantas podem evitar 0s
efeitos toxicos desses fungicidas pela expressdo de uma via alternativa da oxidase, para
realizar a sintese de ATP. Contudo, essa via pode ser inibida pelo acido salicylhydroxamic
(SHAM), por este motivo, SHAM ¢é geralmente adicionado aos fungicidas deste grupo quando
testados in vitro (Hincapie, 2012).

No presente trabalho néo foi adicionado o produto SHAM ao fungicida azoxystrobin.
Em alguns casos a adicdo de SHAM ao azoxystrobin permite a inibicdo do patdgeno,
enquanto que sem a adicdo de SHAM nao houve este efeito. Porem, com o passar do tempo, a
adicdo de SHAM ao fungicida azoxystrobin em testes in vitro com alguns patégenos mostrou
um efeito sinérgico na inibigdo do micélio, apresentando em varios trabalhos resultados néo

significativos com e sem a adicdo de SHAM, concluindo-se que a via alternativa ndo tem um

92



papel importante para os fungos avaliados (Avila-Adame et al., 2003; Mondal et al., 2005;
Kanetis et al., 2008; Vega et al., 2012; Hincapie, 2012).

Fernando et al. (2010), avaliando a sensibilidade de isolados de C. cassiicola obtidos
de seringueira, encontraram porcentagens de inibicdo do crescimento micelial variando de
87,27 a 100% para o fungicida tebuconazole e de 100% para o fungicida carbendazim.

Os fungicidas boscalid, carbendazim e fluopyram apresentaram seis grupos distintos
guanto aos valores de ICM (Tabela 4). Para os fungicidas boscalid e fluopyram, os valores de
ICM variaram de 6,50 a 85% e 0 a 81,99%, respectivamente. O fungicida carbendazim
apresentou valores de ICM variando de 0 a 100%, sendo que, do total de isolados avaliados,
seis apresentaram valores de ICM de 0% e 18 isolados apresentaram valores de ICM de
100%. Os resultados mostram uma grande variagdo entre os isolados, com alguns se
apresentando altamente sensiveis e outros altamente resistentes ao fungicida carbendazim
(Tabela 4). Esta variacdo do fungicida carbendazim é relatada por Brent & Hollomon (1995),
como sendo uma “resisténcia cruzada negativa”, o inverso da resisténcia cruzada. Este
fendmeno ocorre em combinag6es do fungicida carbendazim com outros fungicidas. Estirpes
resistentes a um determinado fungicida conferem automaticamente uma mudanca de
sensibilidade para o carbendazim, por mutacdes independentes que sdo selecionadas por
exposicao a cada um dos fungicidas.

A variacdo de isolados a este fungicida também foi encontrada por Teramoto et al.
(2012) em teste de sensibilidade com seis isolados de C. cassiicola. Trés isolados
apresentaram baixa inibicdo do crescimento micelial e outros trés apresentaram ICM acima de
50%. Neste trabalho, os fungicidas boscalid e fluopyram apresentaram altos valores da
inibicdo do crescimento micelial dos isolados avaliados.

O fungicida pyrimethanil apresentou no teste de média maior variagdo entre 0s

fungicidas testados com sete grupos distindos, com valores de ICM variando de 4,09 a 100%.
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Ja o fungicida fludioxonil apresentou menor variagdo com apenas dois grupos distintos e
também os maiores valores de ICM entre os isolados avaliados. Para este fungicida, os
valores de ICM variaram de 65,81 a 100% (Tabela 4). Os resultados evidenciam a eficiéncia
do fungicida fludioxonil, que apresentou inibicdo do crescimento micelial maior que 50%
para todos os isolados de C. cassiicola de diferentes hospedeiras e regides geograficas do
Brasil avaliados, com uma concentragdo de apenas 1 mg.L™.

Myresiotis et al. (2007), testando a resisténcia de 55 isolados de Botrytis cinerea aos
fungicidas pyrimethanil, cyprodinil e fludioxonil, encontraram frequéncias de resisténcia de
49,10; 57,40 e 0,00%, respectivamente. Para o fungicida fludioxonil todos os isolados

avaliados apresentaram inibicao do crescimento micelial maior que 50%.
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Tabela 4. Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (ICM) de isolados de Corynespora cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras e regides
geograficas do Brasil a nove diferentes fungicidas.

Fungicidas

Isolados  Azoxystrobin Boscalid Carbendazim Clorotalonil Cyprodinil Fluopyram Fludioxonil Pyrimethanil Tebuconazole
EH-1013 43,42 Bb 55,26 Dc 61,87 Dc 24,20 Ba 66,37 Cc 4280 Cb 8150 Ad 39,37 Cb 80,13 Dd
EH - 1049 37,63 Cc 43,75 Cc 100,00 Fe 42,88 Cc 77,18 Dd - 78,46 Ad 24,18 Bb 0,00 Aa
EH-1066 37,69 Cb 4835 Cb 100,00 Fd 11,41 Aa 80,08 Dc - 94,96 Bd 44,99 Cb 72,10 Cc
EH-1068 29,89 Bb 32,96 Bb 2,87 Aa 2361 Bb 5528 Cc 13,47 Ba 7556 Ad 36,18 Cb 47,35 Bc
EH-1069 29,32 Ba 50,96 Db 2956 Ca 23,02 Ba 60,00 Cb 4758 Cb 77,97 Ac 34,28 Ba 70,04 Cc
EH-1070 38,28 Ca 57,99 Db 100,00 Fd 26,51 Ba 76,19 Dc 65,25 Ec 96,84 Bd 35,16 Ca 69,03 Cc

EH-1092 51,00 Dc 63,08 Dd 7,31 Aa 31,42 Bb 65,69 Cd - 94,41 Be 28,96 Bb 76,68 Ce
EH-1107 42,83 Cb 4359 Cb 100,00 Fd 22,53 Ba 81,30 Dc 54,89 Db 81,28 Ac 4565 Cb 70,14 Cc
EH-1187 4551 Cc 47,83 Cc 0,00 Aa 29,76 Bb 84,04 De - 81,25 Ae 50,05 Dc 65,99 Cd
EH-1188 37,57 Cb 47,20 Cb 18,21 Ba 34,88 Bb 89,85 Ec - 96,03 Bc 47,36 Db 82,10 Dc
EH-1453 27,08 Ba 62,98 Dc 2347 Ba 28,66 Ba 94,19 Ed - 88,32 Bd 49,67 Db 79,60 Dd

EH-1472 3858 Ca 48,30 Cb 77,73 Ec 28,89 Ba 93,09 Ed 68,16 Ec 83,20 Ac 100,00 Gd 82,84 Dc
EH-1503 19,96 Ba 29,17 Bb 93,53 Fd 41,75 Cb 83,33 Dd 59,68 E 91,94 Bd 10,76 Aa 66,10 Cc
EH-1504 39,23 Ca 58,61 Db 100,00 Fc 36,65 Ca 66,87 Cb 6247 Eb 88,11 Bc 29,83 Ba 90,01 Ec
EH-1656 31,63 Bb 56,95 Dc 0,00 Aa 39,77 Cb 70,13 Cc 60,14 Ec 84,96 Bd 4537 Cb 67,97 Cc
EH-1657 28,52 Bb 41,87 Cc 1,46 Aa 26,05 Bb 80,22 Dd - 86,95 Bd 42,89 Cc 73,02 Cd
EH-1665 21,97 Ba 46,05 Cb 16,72 Ba 31,61 Ba 90,11 Ed 59,75 Ec 83,37 Ad 83,18 Fd 63,34 Cc
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EH - 1666
EH - 1667
EH - 1699
EH - 1708
EH - 1709
EH-1710
EH - 1719
EH - 1720
EH-1721
EH-1723
EH-1724
EH - 1796
EH - 1816
EH - 1824
EH - 1830
EH - 1927
EH - 1928
EH - 1979
EH - 1989
EH - 1990
EH - 2045
EH - 2082

35,22
54,68
40,11
71,67
49,12
29,81
51,81
55,42
28,33
54,96
23,78
58,89
35,64
31,27
13,67
26,44

0,44

0,00
26,51

6,34

0,00
45,65

Ca
Db
Cb
Ec
Dc
Ba
Dc
Db
Bb
Dc
Ba
Db
Cb
Bb
Aa
Bb
Aa
Aa
Bb
Aa
Aa
Cb

58,66
54,80
55,27
59,72
85,76
30,00
66,86
56,54
57,08
63,51
57,83
54,03
82,18
57,88
42,79
63,00
67,93
64,70
59,99
37,43
27,37
51,24

b

b

Dc
Db
Fd
Ba
Ed
Db
Dc
Dc
Dc
Da
Fd
Dc
Cb
Dd
Ec
Dc
Dc
Cc
Bb
Db

100,00
100,00
2,63
7,52
12,05
100,00
0,00
100,00
0,00
9E5)
81,76
100,00
9,15
2,27
100,00
11,98
15,83
10,98
7,83
0,00
8,55
100,00

Fd
Fd
Aa
Aa
Aa
Fd
Aa
Fc
Aa
Aa
Ed
Fd
Aa
Aa
Fd
Aa
Bb
Aa
Aa
Aa
Aa
Fd

42,63
15,31

9,09

9,51
26,78
43,42
30,47
16,98
30,67
39,79
34,74
45,87
12,42
43,21
29,99
33,13
17,79
25,85
25,40
25,26
53,42
32,86

Ca
Aa
Aa
Aa
Bb
Cb
Bb
Aa
Bb
Cb
Ba
Ca
Aa
Cb
Bb
Bb
Ab
Bb
Bb
Bb
Dc
Ba

92,90
77,54
74,19
100,00
75,28
98,21
95,37
91,18
61,38
30,67
50,52
66,45
57,55
69,22
76,98
93,22
85,86
96,94
90,78
95,60
63,61
66,67

Ed
Dc
Cd
Ed
Dd
Ed
Ef
Ec
Cc
Ab
Bb
Cb
Cc
Cd
Dc
Ee
Dd
Ee
Ee
Ee
Cc
Cc

70,30 Fc
54,59 Dc
66,30 Ec

81,99 Fc
75,71 Fe
62,65 Eb

68,06 Eb

55,53 Dc

35,48 Cb

87,26
91,74
69,59
94,64
87,69
97,23
87,15
87,05
76,86
65,82
77,45
83,41
79,77
78,61
70,10
86,95
86,40
87,77
96,46
76,19
72,42
70,16

Bd
Bd
Ad
Bd
Bd
Bd
Bf
Bc
Ad
Ac
Ad
Ac
Ad
Ad
Ac
Be
Bd
Bd
Be
Ad
Ac
Ac

63,65
48,76
44,62
50,83
41,67
97,78
57,70
50,99
25,41
52,56
43,20
46,25
41,16
36,28
20,68
52,94
65,33
98,36
75,39
42,09
37,80
31,55

Eb
Db
Cb
Db
Cc
Gd

Db
Bb
Dc
Cb
Ca
Cb
Cb
Ba
Dc
Ec
Ge
Fd
Cc
Cb
Ba

74,68
78,54
63,33
68,23
83,44
88,89
68,71
52,13
60,89
91,09
65,88
75,30
88,03
73,97
78,33
81,40
89,96
83,49
77,65
80,90
64,10
69,21

Cc
Dc
Cd
Cc
Dd
Ec
Cd
Bb
Cc
Ed
Cc
Cc
Ed
Cd
Dc
De
Ed
Dd
Dd
Dd
Cc
Cc
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EH - 2083
EH - 2100
EH - 2101
EH - 2102
EH - 2105
EH - 2106
EH - 2107
EH - 2108
EH - 2109
EH - 2110
EH - 2123
EH - 2124
EH - 2125
EH - 2126
EH - 2127
EH - 2128

34,60
52,86

0,00
22,21
26,81
24,46
23,24
34,57
18,65
17,62
39,14
25,82

0,00
31,18
58,14
37,48

Cb
Db
Aa
Bb
Bb
Bb
Ba
Ca
Bb
Ba
Ca
Ba
Aa
Ba
Db
Cb

51,83
46,88
31,75
47,71
50,35
40,65
41,61
41,89
71,14
29,25
42,29
51,85

6,52
55,03
48,57
47,13

Dc
Cb
Bb
Cc
Dc
Cc
Cb
Ca
Ed
Ba
Ca
Db
Aa
Db
Cb
Cb

100,00
2,56
36,04
3,20
5,16
1,54
100,00
100,00
0,00
16,82
100,00
100,00
100,00
97,66
72,94
13,95

Fd
Aa
Cb
Aa
Aa
Aa
Fe
Fc
Aa
Ba
Fc
Fd
Fe
Fd
Ec
Ba

44,32
44,16
12,25
31,14
24,23
29,64
62,49
47,11
24,18
70,29
48,24
55,26
11,42
34,50
32,70
16,00

Cc
Cb
Aa
Bb
Bb
Bb
Ec
Ca
Bb
Ec
Ca
Db
Aa
Ba
Ba
Aa

57,06
88,19
78,04
78,53
86,93
92,11
72,69
86,07
68,87
69,49
83,79
87,14
59,69
63,07
92,02
79,32

Cc
Ed
Dc
Dd
Ed
Ee
Cd
Db
Cd
Cc
Db
Ed
Cc
Cc
Ed
Dc

50,42

51,17
74,84
52,35
39,98
47,18
56,87
43,04
44,77
57,92

0,00

65,46

Db

Dc
Fd
Dc
Cb
Cb
Dc
Cb
Ca
Eb
Aa

Eb

94,92
89,99
97,68
96,12
100,00
91,74
94,61
99,32
74,72
80,72
89,89
94,45
84,84
76,23
87,91
84,11

Bd
Bd
Bd
Be
Be
Be
Be
Bc
Ad
Ac
Bb
Bd
Bd
Ac
Bd
Ac

19,69
53,91
23,08
52,06
52,95
36,44
43,54
40,93
27,85
22,05
40,74
50,02

4,09
30,84
52,67
25,04

Ba
Db
Bb
Dc
Dc
Cb
Cb
Ca
Bb
Ba
Ca
Db
Aa
Ba
Db
Ba

100,00
71,28
70,25
78,57
78,90
75,21
95,83
86,61
85,45
67,61
81,51
72,41
44,63
76,20
81,76
72,34

Ed
Cc
Cc
Dd
Dd
Cd
Ee
Eb
De
Cc
Db
Cc
Bb
Cc
Dc
Cc

! Inibigdo do crescimento micelial (ICM) seguida pela mesma letra mintiscula na linha e maitiscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott

& Knott a 5% de probabilidade.Valores da DE50 em mg.L'l .
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Quanto aos isolados, os resultados do teste de média mostraram grande variacdo em
relacdo a ICM com formacdo de nove grupos distintos, estes variando de 34,58 a 74,15%
(Tabela 5). O isolado EH-2125, proveniente da cultura da pimenta longa do Estado do
Amazonas, e o isolado EH-1068, proveniente da cultura do tomate do Estado do Para,
apresentaram os menores valores de ICM com 34,58% e 35,24%, respectivamente. O isolado
EH-1710, proveniente da cultura do pepino do estado do Tocantins, apresentou maior valor de

ICM com 74,15% (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (ICM) de isolados de Corynespora
cassiicola provenientes de diferentes hospedeiras e regides geogréaficas do Brasil.

Isolados ICM Isolados ICM Isolados ICM
EH - 2125 3458 Al EH - 2102 51,19 D EH - 1719 59,31 F
EH - 1068 35,24 A EH - 1092 52,32 D EH - 1107 60,24 F
EH - 2045 40,30 B EH - 1928 53,69 D EH - 1066 61,20 F
EH - 1721 42,58 B EH - 1830 54,07 E EH - 1070 62,80 G
EH - 2101 43,64 B EH - 1724 5440 E EH - 2083 62,80 G
EH - 1990 4548 C EH - 1013 54,99 E EH - 2123 63,37 G
EH - 1699 4594 C EH - 1665 5512 E EH - 1504 63,53 G
EH - 2110 46,32 C EH - 1503 55,14 E EH - 1720 63,66 G
EH - 2128 46,92 C EH - 2105 55,57 E EH - 2107 63,78 G
EH - 1069 46,97 C EH - 2100 5558 E EH - 2108 64,85 G
EH - 2109 4753 C EH - 1927 56,13 E EH - 1667 65,74 G
EH - 1657 47,62 C EH - 1188 56,65 E EH - 2127 65,80 G
EH - 1824 49,09 D EH - 1453 56,75 E EH - 2124 66,10 G
EH - 2106 49,35 D EH - 1989 57,28 F EH - 1796 66,47 G
EH - 1723 50,49 D EH - 1709 57,72 F EH - 1472 68,98 H
EH - 1049 50,51 D EH - 2126 58,09 F EH - 1666 69,37 H
EH - 1187 50,55 D EH - 2082 5842 F EH - 1710 74,15 |
EH - 1816 50,74 D EH - 1979 5851 F
EH - 1656 50,77 D EH - 1708 58,71 F

! Inibigio do crescimento micelial (ICM) seguida pela mesma letra mintscula na linha ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Valores da DE50 em mg.L™.
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Quando cada isolado é comparado entre os diferentes fungicidas, observa-se que estes
também apresentaram grande variagdo quanto aos valores de ICM (Tabela 4). Alguns isolados
apresentaram 0% de inibicdo do crescimento micelial para um determinado fungicida, porém
para outro fungicida o valor de ICM foi de 100% (Tabela 4). O isolado EH-2125 apresentou
menores valores de ICM para cinco fungicidas, sendo que, para os fungicidas azoxystrobin e
fluopyram, os valores de ICM foram de 0%. Porém, para o fungicida carbendazim o valor de
ICM do isolado EH-2125 chegou a 100% (Tabela 4). O isolado EH-2083 apresentou valores
de inibicdo do crescimento micelial de 100% para os fungicidas carbendazim e tebuconazole.
Os isolados EH-1092 e EH-1719 apresentaram maior variacdo entre os isolados avaliados,
com formacéo de 6 grupos distintos com ICM variando de 7,30 a 94,41% e de 0 a 95,36%,
respectivamente. Em ambos os isolados, os menores valores de ICM foram para o fungicida
carbendazim e os maiores valores foram para os fungicidas fludioxonil (EH-1092) e
cyprodinil (EH-1719) (Tabela 4). O isolado EH-1796 apresentou menor varia¢do dos valores
de ICM entre os isolados avaliados. Os valores variaram de 45,81% para o fungicida
clorotalonil e de 100% para o fungicida carbendazim (Tabela 4).

A Figura 2 apresenta os resultados dos dois experimentos realizados em diferentes
épocas para o teste de sensibilidade a nove fungicidas de isolados de C. cassiicola. Quanto a
média da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial dos isolados avaliados, 0S
fungicidas comportaram-se de maneira muito semelhante nos dois experimentos (Figura 2). A
maior variacdo foi percebida no fungicida cyprodinil, que no primeiro experimento gerou
ICM médio de 77,58% e no segundo experimento o ICM médio foi de 66,69%. Dos nove
fungicidas avaliados, cinco geraram ICM maior que 50%. O fungicida fludioxonil gerou o
maior valor ICM, de aproximadamente 91,67%, e o fungicida clorotalonil, o menor valor de

ICM, de aproximadamente 30,14% (Figura 2).
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O fungicida fluodioxonil também apresentou 6timos resultados em trabalho realizado
por Amiri et al. (2013) com 392 isolados de B. cinerea em ensaio realizado na Florida. Todos
os isolados foram considerados sensiveis a este fungicida. Neste mesmo trabalho, os
resultados mostram que 81% dos isolados foram resistentes ao fungicida boscalid, 24 e 21,2%
foram considerados resistentes para os fungicidas pyrimethanil e cyprodinil, respectivamente.

Com esses resultados, conclui-se que o fungicida fludioxonil na concentracdo de 1
mg.L™ apresentou maior inibicdo do crescimento micelial dos isolados de C. cassiicola
provenientes de diferentes hospedeiras e regides geograficas do Brasil entre os fungicidas
avaliados, evidenciando um grande potencial em futuras recomendacdes para o controle de
mancha-alvo no pais.

A possibilidade de um patégeno desenvolver resisténcia a um determinado fungicida
depende da frequéncia e do grau de resisténcia. A frequéncia corresponde a propor¢do da
populagdo de linhagens resistentes e o grau de resisténcia pela diferenca das linhagens

sensiveis e resistentes, sendo expresso pelo fator de resisténcia (FR) (Avozani, 2011).

Segundo Ghini & Kimati, 2000, valores de fatores de resisténcia maiores que 1
indicam desenvolvimento de resisténcia do patégeno ao fungicida. Os resultados do FR
apresentados pelos fungicidas avaliados neste trabalno mostram que os fungicidas
carbendazim (1,29), pyrimethanil (2,05), azoxystrobin (5,11) e clorotalonil (12,75)
apresentaram isolados de C. cassiicola com resisténcia. Sendo o fungicida clorotalonil o
menos indicado no controle de C. cassiicola por apresentar maior FR. J& o fungicida

fludioxonil é o mais indicado por apesentar desenvolvimento da resisténcia nulo (FR = 0).
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Figura 2. Porcentagem de inibig¢do do crescimento micelial (ICM) do isolado
Corynespora cassiicola a diferentes fungicidas nos experimentos 1 e 2.
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CONCLUSOES GERAIS

X/
L X4

X/
L X4

Apesar da grande diversidade dos isolados quanto a hospedeira de origem e a regido
geogréfica de coleta, ndo foi identificada neste estudo nenhuma espécie diferente de C.

cassiicola.

A arvore filogenética construida com sequéncias da regido B-tubulina apresentou
melhor distribuicdo dos isolados quanto a hospedeira de origem e, em alguns casos,
quanto a regido geografica de coleta.

Apbs a caracterizagdo molecular, morfométrica e patogénica dos isolados de C.
cassiicola avaliados, concluiu-se que, exceto para a regido B-tubulina, nenhuma
relacdo entre a hospedeira de origem e a regido geogréafica de coleta dos isolados foi

estabelecida neste estudo.

O fungicida fludioxonil apresenta uma grande expectativa de efeitos satisfatorios no
controle de mancha-alvo. Ja os fungicidas carbendazim, pyrimethanil, azoxystrobin e,
principalmente, clorotalonil apresentam grande possibilidade de desenvolvimento de

resisténcia dos isolados de C. cassiicola.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

< Com a obtencdo de diferentes resultados em relagdo a distribuicdo e resolugdo
intraespecifica dos isolados avaliados quando submetidos a diferentes genes, faz-se
necessaria a utilizacdo de outros genes ou a utilizacdo de outras técnicas para melhor
esclarecimento da variabilidade genética deste patdgeno.

X/

% Uma vez que no teste de sensibilidade foram encontrados alguns fungicidas com
grande potencial para o controle de mancha-alvo, futuros ensaios em casa de
vegetacdo e em campo fazem-se necessarios para um posterior registro no Brasil.

% Ap6s um melhor conhecimento do patégeno em relacdo a esporulacdo, trabalhos
relacionados a busca por fonte de resisténcia sdo de grande interesse para o controle da
mancha-alvo.
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