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RESUMO GERAL

A berinjela (Solanum melongena L.) € a quarta hortalica de importancia
econémica da familia Solanaceae. Apesar de essa ser uma cultura bastante rustica, a qual
€ mais tolerante a doencas que outras espécies da familia Solanaceae, como o tomate, a
batata e o pimentdo, muitos problemas ainda interferem em sua produtividade,
principalmente os de carater fitossanitéario. A podriddo de Phomopsis é uma das principais
doencas da berinjela presente nos principais polos produtores do Brasil. A doenca afeta
toda a parte aérea da planta, entretanto os danos maiores ocorrem quando o patogeno
incide sobre as folhas e os frutos. Os frutos infectados desenvolvem uma podridao
inicialmente dura, que pode evoluir para uma podriddao mole e deterioracdo dos tecidos.
As lesdes no caule podem levar a uma murcha e morte dos ramos acima das mesmas. Nas
folhas se formam manchas marrom escuras circulares e concéntricas, que podem ser
confundidas com aquelas causadas por Alternaria spp. Para controle da doenca, sdo
recomendados o uso de sementes e mudas sadias, defensivos agricolas e o uso de
cultivares resistentes. Neste ultimo, o hibrido ‘Ci¢a’ (liberado como resistente ao fungo
D. vexans) e outras cultivares tém se mostrado suscetiveis ao patdgeno em condic6es de
campo. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo esclarecer a etiologia da
podriddo de Phomopsis no Brasil, além de testar a patogenicidade de isolados em frutos
(cultivar Cica) e avaliar a colecdo de acessos de berinjela pertencentes a Embrapa
Hortalicas visando identificar fontes de resisténcia genética efetivas contra 0s possiveis
agentes causais da doenca. As andlises filogenéticas feitas com base na informacéo das
sequéncias das regibes gendmicas (ITS- espago interno transcrito, TEF- fator de
elongacdo, Tub-2- beta tubulina e ACT- o actina) para 21 isolados, identificou um
complexo de espécies fungicas causando a doenc¢a. Reconhecidas como: (Boeremia spl
e Boeremia sp2), Cumuliphoma pneumoniae, (Diaporthe endophytica, D. griceae e D.
vexans) e (Stagonosporopsis sp. e S. pogostemon). Este é o primeiro relato das espécies
ocorrendo em berinjela no Brasil. O teste de patogenicidade em frutos (cv. Cica) foi feito
por meio da insercdo de discos de micélio pelos métodos com (CF) e sem ferimento (SF)
em frutos, para 4 isolados. Na avaliacdo, mediu-se o diametro das lesdes em cada fruto,
e calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Néo foi
identificado variabilidade patogénica para os isolados, apesar disso, 0s ensaios com
ferimentos (CF) demonstraram maiores valores de AACPD. Na selegdo de fontes de
resisténcia, dos 61 acessos testados, para dois dos isolados dos patogenos, dados de
severidade da doenga foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD). Assim, 67,22% dos acessos demonstram resistentes a Boeremia sp.
e 83,60% foram resistentes a D. griceae.

Palavras-Chaves: Complexo de espécies; Filogenia; Resisténcia; Solanum melongena
L.



GENERAL ABSTRACT

Eggplant (Solanum melongena L.) is the fourth economically important vegetable
in the Solanaceae family. Despite being a very rustic crop, which is more tolerant to
diseases than other species in the Solanaceae family, such as tomatoes, potatoes and
peppers, many problems still interfere with its productivity, mainly the phytosanitary
nature. Phomopsis rot is one of the main diseases of eggplant present in the main
producing centers in Brazil. The disease affects the entire aerial part of the plant, however
the greatest damage occurs when the pathogen affects the leaves and fruits. Infected fruits
develop initially long-lasting rot, which can progress to soft rot and tissue interference.
Injuries to the stem can lead to wilting and death of the branches above them. Dark brown,
circular and concentric spots form on the leaves, which can be confused with those caused
by Alternaria spp. To control the disease, the use of healthy seeds and seedlings,
agricultural pesticides and the use of resistant cultivars are recommended. In the latter,
the hybrid ‘Ciga’ (released as resistant to the fungus D. vexans) and other cultivars have
been shown to be susceptible to pathogens under field conditions. Therefore, the present
work aimed to clarify the etiology of Phomopsis rot in Brazil, in addition to testing the
pathogenicity of isolates in fruits (cv. Cica) and evaluating the collection of eggplant
accessions belonging to Embrapa Hortalicas, discovering sources of effective genetic
resistance against the possible causal agents of the disease. The phylogenetic analyzes
carried out based on sequence information from genomic regions (ITS- internal
transcribed space, TEF- elongation factor, Tub-2- beta tubulin and ACT- a actin) for 21
isolates, identified a complex of fungal species causing illness. Recognized as: (Boeremia
spl and Boeremia sp2), Cumuliphoma pneumoniae, (Diaporthe endophytica, D. griceae
and D. vexans) and (Stagonosporopsis sp. and S. pogostemon). This is the first report of
the species occurring in eggplant in Brazil. The pathogenicity test on fruits (cv. Cica) was
carried out by inserting mycelium discs using the methods with (CF) and without injury
(SF) into fruits, for 4 isolates. During the evaluation, the diameter of the lesions on each
fruit was measured, and the area under the disease progress curve (AACPD) was
calculated. No pathogenic variability was identified for the isolates, despite this, wound
assays (CF) demonstrated higher AACPD values. In the selection of resistance sources,
of the 61 accessions tested, for two of the pathogen isolates, disease severity data were
used to calculate the area under the disease progress curve (AACPD). Thus, 67.22% of
accessions are resistant to Boeremia sp. and 83.60% were resistant to D. griceae.

Keywords: Species complex; Phylogeny; Resistance; Solanum melongena L.
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Desvendando a etiologia do complexo de doencas “Podridao

de Phomopsis” da berinjela no Brasil e busca por fontes de

resisténcia de amplo espectro em germoplasma de Solanum
melongena L.

INTRODUCAO GERAL

1. Acultura da berinjela (origem, aspectos botanicos, morfologicos e genéticos)

A berinjela (Solanum melongena L.) é uma hortalica perene pertencente a familia
Solanaceae, entretanto, é cultivada como cultura anual, sendo amplamente plantada nas
areas de clima tropical e subtropical (ROSA et al., 2022). A berinjela é uma das poucas
espécies cultivadas de Solanaceae originarias do Velho Mundo (DOGANLAR et al. 2002,
DAUNAY 2008). A india é o mais provavel centro de origem primario devido as
inimeras referéncias disponiveis em sanscrito, bengali, hindi e outras linguas indianas.
Por sua vez, a Indo-Birmania, China e Jap&o sdo considerados centros de diversidade
secundarios (GLEDDIE et al. 1986). No Brasil, a berinjela foi introduzida no século XVI
pelos portugueses, porém foram os arabes que incluiram os frutos na culinéria nacional
(VALADARES, 2018). Ainda, no pais, a norma culta de grafia dessa hortalica é berinjela
(origem na palavra persa badndjan). Por sua vez, em Portugal a grafia correta € beringela.

A berinjela é uma planta arbustiva, com caule semilenhoso, rigido, podendo atingir
de 1,0 a 1,80 m de altura e, em regides com baixa intensidade de ventos, dispensa o
tutoramento. As folhas da berinjela sdo simples, com limbo foliar de formato oval ou
oblongo-ovalado e, dependendo da cultivar, podem apresentar espinhos. A espécie S.
melongena tem flores perfeitas, auto-compativeis e predominantemente autdgamas, mas
que pode ser classificada dentro de um grupo intermediario entre autdgamas e alégamas
(BOSCO, 2006; MARQUES, 2009). O tamanho das flores varia de 3 a 5 cm de diametro.
O célice com 5 a 7 sépalas, frequentemente apresenta espinho. A corola é do tipo
gamopetala, com 5 a 6 pétalas de coloracdo lilas a violeta. Algumas cultivares apresentam
flores e frutos brancos. Os 5 a 6 estames sdo livres, eretos, amarelos e com filamentos
bem curtos (RIBEIRO et al., 1998). O fruto é do tipo baga carnosa, de formato variavel
(oval, oblongo, redondo, oblongo-alongado, alongado) geralmente com a textura externa

lisa e brilhante, s@o de cores geralmente escuras partindo de vermelha a roxa (FRANCA,
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2008). Como mencionado, algumas cultivares apresentam frutos totalmente brancos, de
formato oval, que deu origem ao nome popular em inglés desta espécie (“eggplant™).

H& uma diversidade de espécies de berinjelas catalogadas pelo mundo. Entre as mais
difundidas, estdo a S. melongena (berinjela comum) e as espécies Solanum aethiopicum
L. (berinjela escarlate ou jiloeiro) e Solanum macrocarpon L., esta Gltima sendo cultivada
na Africa subsaariana (MORRIS; TAYLOR, 2017).

Encontram-se disponiveis no mercado brasileiro cerca de 20 cultivares de berinjela,
entre hibridos e cultivares de polinizacdo aberta. Estas cultivares diferem entre si em
produtividade, formato, coloracdo, brilho de frutos e resisténcia a doengas. Os hibridos
sdo mais plantados, devido principalmente ao alto vigor, maior produtividade,
uniformidade das plantas e frutos e maior adaptacdo a diferentes condicGes
edafoclimaticas (RIBEIRO et al., 1998; FILGUEIRA, 2008). Por exemplo, o hibrido
‘Ciga’ que foi liberado pela Embrapa Hortalicas, atende a preferéncia de consumidores
por seu formato alongado, de coloragdo roxo-escura e brilhante (SILVA et al., 2007).

Do ponto de vista do melhoramento genético vegetal, a berinjela é uma das hortalicas
onde o vigor de hibrido (heterose) vem sendo explorado economicamente ha mais tempo
gue nas demais culturas. A existéncia de acentuado grau de heterose em berinjela é
amplamente documentada na literatura mundial (IKUTA, 1969; PAL & RAMANUJAM,
1944; ODLAND & NOLL, 1948; PAL & SINGH, 1946) e brasileira (IKUTA, 1969;
IKUTA, 1961). A heterose foi definida por Jones (1968) como sendo a tendéncia de
individuos obtidos por cruzamento em ultrapassar seus genitores endogamicos e suas
geracOes endogamicas em alguns aspectos. Assim, plantas mais vigorosas e produtivas
sdo geralmente obtidas em geracdes F1 de hortalicas, como a berinjela (PATERNIANI,
1974).

1.2 Importancia econdmica

O agronegacio de hortalicas € um ramo da economia agricola que possibilita a geragédo
de grande nimero de empregos, devido a elevada exigéncia de méo de obra desde a
semeadura até a comercializacdo (VILELA & HENZ, 2000). A producdo mundial de
berinjela e &rea plantada tém crescido de forma acelerada. No ano de 2019 a producéo
mundial foi de 55,2 milhGes de toneladas (FAOSTAT, 2020), com significativa
participacdo da China, com 804.381 ha, da India, com 749.000 ha e do Egito com 53.419
ha (FAO, 2021).
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Apesar de ser uma cultura bastante consumida pelos brasileiros, 0 mapeamento da
producdo de berinjela é ainda pouco analisado em estatisticas institucionais, o que
prejudica a analise do avango dessa cultura no pais. Os dados do ultimo levantamento
disponibilizado pelo IBGE (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA), através do Censo Agropecuario de 2017 para a cultura da berinjela,
indica uma producdo estimada de 72 mil toneladas ao ano, sendo a regido Sudeste
responsavel por 73% da producdo nacional. O principal estado produtor é Sao Paulo,
responsavel por = 39% da producdo nacional, seguido pelo Rio de Janeiro (15,5%) e
Minas Gerais (14,5%).

A recente intensificagdo no consumo da berinjela se deve ao seu valor nutricional,
com alto teor de sais minerais (destacando o célcio, o ferro e o fésforo), vitaminas e fibras,
contribuindo de forma significativa para o aprimoramento de dietas. O fruto tem sido
utilizado para a reducéo das taxas de gordura e colesterol no sangue. Ainda, nota-se que
a berinjela cozida é rica em vitaminas, riboflavina, niacina e acido ascérbico. Desse modo
a populacdo tem recorrido a manejos alternativos, saudaveis, naturais e de baixo custo
(ANEFALOS et al., 2008; LIMA, 2009).

Uma peculiaridade do fruto da berinjela € apresentar quase 50% de seu volume
preenchido por ar entre as células, com tamanho dos frutos que pode variar de 14 a 25 cm
de comprimento (ROSA et al., 2018). Por esta razdo, a berinjela é macia e pouco sensivel
a danos mecanicos. Apresenta pouquissimas calorias e praticamente nenhuma gordura,
além disso, contém elevados teores de vitaminas e minerais, como, por exemplo, vitamina
C (3 mg /100 g), potassio (205 mg / 100 g), célcio (9 mg / 100 g), magnésio (13 mg /
100) (NEPA, 2011), além de componentes fendlicos e flavonoides (QUAMRUZZAMAN
etal., 2022)

No Brasil, as berinjelas sdo principalmente comercializadas in natura e utilizadas
domesticamente ap6s algum tratamento térmico (cozidas em agua, refogadas em dleo,
fritas e assadas). De fato, no pais, a industrializacdo de berinjelas se da, basicamente, em
pequenas empresas que processam berinjelas secas, picles fermentados, conservas com
outras hortalicas e também na producéo de pastas apreciadas na culinaria de origem arabe
(EMBRAPA, 2007).

Apesar de a berinjela ser uma das espécies mais rusticas entre as hortalicas
pertencentes a familia Solanaceae, a mesma é suscetivel a algumas doengas que podem
causar perdas consideraveis ou comprometer a qualidade do produto, dependendo da

cultivar, da época de cultivo e das condi¢des ambientais prevalecentes no local do plantio
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(EMBRAPA, 2007). As principais doencas observadas sdo as causadas por fungos:
murcha de Verticillium (SUASTE-DZUL et al 2022; 2023), seca dos ramos, antracnose,
podridao de Esclerotinia, tombamento e podriddo do colo e raiz, podridao de Esclerécio,
podriddo algoddo, murcha de Ascochyta, mancha de Stemphylium, podriddo de
Phomopsis, mancha de Alternaria e podridao de Botritis (REIS et al., 2011); as causadas
por bactérias: Murcha bacteriana, mancha bacteriana e podriddo mole (REIS et al., 2011);
as causadas por nematoides das galhas (BOITEUX & CHARCHAR, 1996); as causadas
pelos virus: APMV (Andean Potato Mottle Virus), PVY (Potato Virus Y), GRSV —
Groundnut ringspot virus (JORGE et al., 2023) e ToCV — Tomato chlorosis virus
(FONSECA et al., 2016) e o superbrotamento causado por fitoplasma (BOITEUX et al.,
1994).

2. Podriddo de Phomopsis

A podriddo dos frutos da berinjela, causada por Diaporthe vexans Sacc. & P. Syd.
(Phomopsis vexans), foi relatada inicialmente em Gujarat, india em 1914
(RANGASWAMY & MAHADEVAN, 2002) e logo depois se espalhou para quase todos
os estados onde quer que a berinjela fosse cultivada naquele pais. O patégeno D. vexans
sobrevive em sementes, infectando principalmente o tegumento (2%), cotilédones (4%),
eixo embrionario (4%) e posteriormente ataca todas as partes da planta acima do solo
(THIPPESWAMY et al., 2005). O fungo permanece no tegumento e cotilédones da
semente de berinjela causando vérios graus de descoloracdo e produzindo minudsculos
picnidios pretos que sdo distintamente observados na superficie da semente seca
(KARUNA et al., 1994).

A berinjela é a Unica hospedeira de importancia econémica de D. vexans. A doenca é
conhecida como damping-off, cancro, queima ou mancha de folhas e ainda podriddo dos
frutos. As manchas foliares (até 3 cm de diametro) sdo de contornos irregulares e podem
coalescer. As folhas inferiores séo, geralmente, as primeiras a serem afetadas. Nas lesoes
do caule, o cortex seca e formam-se rachaduras, 0s ramos quebram, as plantas tornam-se
atrofiadas e posteriormente podem morrer.

As manchas nos frutos sdo palidas e deprimidas, conspicuas e podem afetar todo o
fruto. Esses quando ainda atacados podem cair ou permanecer ligados a planta, tornando-
se mumificados (ISLAM et al., 2010) (Figura 1). A infeccdo de sementes resulta em
tombamento pré-emergéncia e pés-emergéncia das plantulas (KAUSHAL & SUGHA,

1995). As perdas causadas por D. vexans sdo principalmente atribuidas a diminui¢do do
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numero de frutos, peso e podriddo desses, além da queda das flores, o que reduz o
rendimento e a comercializacgio em torno de 20-70% (CRISTINA 2002,
JAYARAMAIAH et al., 2013).

Quanto aos fatores epidemioldgicos, D. vexans requer condi¢Ges quentes e imidas
para infeccdo e desenvolvimento da doenca. A germinacdo 6tima de esporos ocorre a
27°C, e a formacdo de picnidios € maior entre 30 e 35°C (PAWAR & PATEL, 1957). A
umidade relativa Otima para o desenvolvimento da doenga é acima de 55%
(CHAUDHARY & HASIJA, 1980), e a temperatura 6tima para o crescimento do fungo
é de 28°C (PAWAR & PATEL, 1957). Os conidios germinam ap0s 6 horas e a penetracao
ocorre apds 12 horas. Nos tecidos da planta, a propagacdo do fungo é tanto intercelular
quanto intracelular. Mudas e caules jovens sdo altamente suscetiveis. O tecido maduro
apresenta hipertrofia e hiperplasia abaixo da regido afetada, impedindo maior
disseminacéo do fungo (DIVINAGRACIA, 1968).

A semente é a fonte de infecgdo de D. vexans e pode servir como substrato para a
sobrevivéncia do patogeno (PAN et al., 1995). O patdgeno permanece no tegumento e
cotilédones das sementes de berinjela causando varios graus de descoloracéo e é possivel
observar minasculos corpos picnidios pretos na superficie da semente seca (KARUNA et
al., 1994). O tegumento das sementes é a parte preponderante para abrigar patdgenos
transmitidos por sementes, mas eles também podem existir nos cotilédones e no eixo
embrionario, ou seja, plumula e radicula (BASAK, 1998 & SHRESTHA, MATHUR, &
MUNK, 2000; VISHUNAVAT & KUMAR, 1994;). O indculo sobrevive também nos
restos da cultura e em frutos secos e murchos por cerca de 14 meses
(CHEEWAWIRIYAKUL et. al. 2006; JAYARAMAIAH et al., 2013; KALDA,
SWARUP & CHOUDHURY, 1976; SINGH & CHAKRABART], 1982). Localmente os
conidios sdo disseminados pelo vento e pela chuva (EDGERTON & MORELAND,
1921). Os mesmos séo envoltos por matriz mucilaginosa, sendo necessaria a ocorréncia
de chuva para a liberacdo, dispersdo e deposicdo dos esporos nas plantas em
desenvolvimento. Assim, precipitagdes mais frequentes no inicio do ciclo favorecem a
dispersdo do patdgeno, uma vez gque as gotas atingem o solo e transportam 0s esporos até
as plantas (YORINORI, 1996).

Para controle desta doenca sdo recomendados o uso de sementes e mudas sadias,
cultivares resistentes e os defensivos quimicos (REIS et al., 2011). Uma dificuldade no
manejo quimico da doenca € que h& apenas quatro produtos cupricos registrados no

MAPA para o seu controle (AGROFIT, 2023). Além disso, os fungicidas quimicos sdo
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caros, o que poderia elevar os custos de producao, dificultando o cultivo para os pequenos
agricultores. Nesse contexto, o uso de cultivares resistentes € a melhor estratégia para o
controle da doenga, considerada segura, viavel e pratica (CAMARGO, 2011).

2.1. A espécie Diaporthe vexans
O complexo Diaporthe/Phomopsis € classificado dentro do filo Ascomycota, sub-

filo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Diaporthales, caracterizados como
fungos sexuais, dos quais a maioria possui sua forma assexual conhecida (KENDRICK,
2001). P. vexans € o estagio anamorfico de D. vexans, patdgeno capaz de causar severas
perdas na producdo de frutos da berinjela em diferentes partes do mundo. O fungo é
transmitido por sementes e produz um grande numero de o conidios que causam infec¢ao
e subsequente desenvolvimento da doenca em berinjela, seu Unico hospedeiro relevante
(EDGERTON & MORELAND, 1921; SHERF & MACNAB, 1986). Esse fungo possui
a capacidade de sobreviver em restos culturais, mas o indculo transmitido pelas sementes
é uma grande preocupacao quando estas sdo exportadas para areas onde o fungo ainda
ndo esta presente. Os conidios ainda sdo dispersos localmente pelo vento e pela chuva
(EDGERTON & MORELAND, 1921). As sementes infectadas contém micélio septado
ramificado profuso agregado ao tegumento, entre esse e 0 endosperma € na regiao
embrionaria das sementes. Os picnidios sdo produzidos entre 0 tegumento e o endosperma
e no tecido do endosperma da semente (VISHUNAVAT & KUMAR, 1994).

Diaporthe vexans apresenta conidiomas do tipo picnidio, subepidérmicos, escuros, de
paredes espessas, achatados a globosos, variando em tamanho, frequentemente 100-300
um de didametro. Fialides hialinas, simples ou ramificadas, as vezes septadas, com 10-16
pum de comprimento, originadas da camada mais interna de células que revestem a
cavidade do picnidio. Alfa conidios hialinos, asseptados, subcilindricos, 5-8 x 2-3 um.
Beta conidios filiformes, curvos, hialinos, septados, 18-32 x 0,5-2,0 um. As hifas sdo
hialinas, septadas, 2,5-4,0 um de diametro (EDGERTON & MORELAND, 1921,
SHERF & MACNAB, 1986; SINGH, 1987).

A fase sexual do fungo néo foi encontrada na natureza, embora GRATZ (1942) tenha
relatado a ocorréncia de peritécios em meio batata dextrose dgar - BDA (UDAYANGA
etal. 2011). As conexdes entre as fases teleomorfica e anamorfica foram descritas para =
20% das especies do género Diaporthe (PHILLIPS, 2006). Essa auséncia da fase sexuada

em meio de cultura, principalmente quando isolado endofiticamente, torna a identificacao
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ao nivel de espécie neste género muito dificil (REHNER & UECKER, 1994). Assim, uma
abordagem molecular € essencial para identificar e caracterizar de forma abrangente o
género Diaporthe (SANTOS & PHILLIPS 2009, DIOGO et al. 2010, LUONGO et al.
2011, UDAYANGA et al. 2012, b, THOMIDIS et al. 2013, GAO et al. 2017).

Atualmente a classificacdo de espécies desse género é baseada em dados
morfolégicos e principalmente em filogenias moleculares, especialmente as que utilizam
sequéncias da regido ITS do DNA ribossomal e sequéncia parcial do gene que codifica o
Fator o 1 de Elongacdo da Traducdo (TEF). O entendimento sobre o género Diaporthe
expandiu-se por meio de estudos dessas sequéncias, nos quais alguns dos isolados
agruparam-se por regides geogréaficas (REHNER & UECKER, 1994). Apesar disso,
mesmo utilizando a combinacéo de dados morfologicos e dados moleculares nem sempre
a delimitacdo de espécies do género tem se demonstrado satisfatéria (CASTLEBURY,
2006; MENGISTU, 2007; RENSBURG et al., 2006). Outros genes tém sido sequenciados

na tentativa de explicar a classificagdo taxondmica desse género.

2.2 Filogenia e taxonomia do complexo Diaporthe/Phomopsis

A aplicacdo precisa de nomes aceitos de fungos fitopatogénicos é essencial para
o desenvolvimento de politicas eficazes de biosseguranca e comércio (CROUS &
GROENEWALD 2005, WINGFIELD et al. 2012). O nome holomorfico para
Diaporthe/Phomopsis era complexo (ROSSMAN, 2015) e colaboradores recomendaram
a adocdo do nome sexual tipificado Diaporthe (mais velho) em detrimento do nome
assexuado tipificado Phomopsis. Atualmente, o Index Fungorum (recuperado em abril de
2023) relatou mais de 900 nomes sob o género Phomopsis, enquanto Diaporthe contém

mais de 1000 nomes.

As espécies de Diaporthe foram tradicionalmente identificadas com base em seus
caracteres fenotipicos, como morfologia das colbnias, aparecimento de ascomata e
conidiomata, variagdo em ascosporos e conidiosporos e associacio ao hospedeiro (DIAZ
etal., 2015; GARCIA-REYNE, et al., 2011; MOSTERT, et al., 2001 e 2001; MURALLI
et al., 2006; REHNER et al., 2006; SANTOS et al., 2011; UDAYANGA et al., 2011;
UDAYANGA etal., 2012a; VAN RENSBURG et al., 2006). Com a comprovacao de que
espécies de Diaporthe podem ter mais de um hospedeiro (WEHMEYER, 1933; VAN
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NIEKERK et al., 2005), mudancas na taxonomia de fungos desse género ocorreram e
dados moleculares foram adotados para resolver a circunscricdo de espécies de
Diaporthe, baseando-se inicialmente no espacador interno transcrito (ITS) da regido do
DNA ribossomal (SANTOS et al., 2009; THOMPSON et al., 2011) e, recentemente, em
maultiplos loci incluindo ITS, gene do fator de alongamento da traducédo 1-o (TEF), B-
tubulina (TUB), histona (HIS) e calmodulina (CAL) (SANTOS et al., 2017). Atualmente,
0 conjunto de dados de cinco loci/regides gendmicas (ITS-TEF-CAL-HIS-TUB) tem sido
adotado de forma otimizada para a delimitacdo de espécies por estudos recentes (GAO et
al. 2017; 2018, 2020; CROUS et al., 2020; GUO et al., 2020; HYDE et al., 2020; DOM
etal., 2021; NORPHANPHOUN et al., 2022).

Dessa forma, por meio de uma analise de sequéncias multilocus, na qual
sequéncias de dois ou mais genes sdo analisados ao mesmo tempo, a concordancia na
genealogia fornece a resolucdo da identidade ao nivel de espécie, 0 que é muito util,
sobretudo quando a identificacdo baseada em taxonomia classica é praticamente
inviabilizada em virtude da caréncia de caracteres morfolégicos suficientemente
distinguiveis (CAl et al., 2011; LUMBSCH et al., 2005; ROKAS et al., 2003; VAN DER
MERWE et al., 2010; UDAYANGA et al., 2012).

O Reconhecimento Filogenético de Espécies de Concordancia Genealdgica
(GCPSR) como uma abordagem para definir espécies fungicas foi proposto por TAYLOR
et al. (2000), com base no conceito de concordancia genealdgica de espécies de AVISE
& BALL (1990) que requer a analise de varios genes ndo ligados. O GCPSR representa
uma ferramenta aprimorada para a delimitacdo de espécies no género Diaporthe em
comparacdo com a identificacdo morfologica e biologica (FAN et al., 2018;
UDAYANGA et al., 2014b). Os principios da GCPSR baseiam-se no pressuposto de que
a recombinacédo dentro de uma linhagem € provavelmente a razdo do conflito dentro das
arvores génicas, com a transicéo do conflito para a congruéncia representando os limites
da espécie (TAYLOR et al. 2000). A selecdo de multiplos genes com fortes sinais
filogenéticos, a auséncia de incongruéncia significativa e a aplicacdo de critérios
padronizados para determinar os limites das espécies sdo fatores importantes nas
melhores préticas de resolugdo de complexos de espécies e aprimoraram ainda mais 0s
critérios operacionais do GCPSR com a implementagdo de um processo de duas etapas
para resolver filogenias complexas em nivel de especie em fungos (BISCHOFF et al.,
2009; DAMM et al., 2013; O’DONNELL et al. 2000; QUAEDVLIEG et al., 2014;
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SALICHOS e ROKAS 2013; WATANABE et al., 2011). (DETTMAN JR, et al, 2003 ¢
2006).

3. Resisténcia genética envolvendo Diaporthe vexans
Entre os objetivos do melhoramento de berinjela listados na literatura, estdo a

obtencdo de resisténcia genética a pragas e doencas, melhoria da qualidade nutricional e
nutracéutica dos frutos, resisténcia ou tolerancia a estresses abidticos, obtencdo de frutos
partenocarpicos, alta produtividade e melhor qualidade dos frutos (BOITEUX et al. 2016;
DAUNAY et al. 2001; DAUNAY 2008; KAUSHIK et al. 2015; SEKARA et al. 2007).

A resisténcia € a habilidade da planta em suprimir, retardar ou prevenir a entrada
ou a subsequente atividade do patdgeno em seus tecidos (PARLEVLIET, 1997). A
estratégia do uso de resisténcia genética no manejo de doencas de plantas, quando
possivel, € muito eficaz e a principal defesa da planta contra os patégenos (VALE et al.,
2001). O emprego de variedades resistentes representa um pilar dentre as estratégias
utilizadas para o controle de doencas, por ser aplicavel em pequenas e grandes areas e
possuir baixo impacto ambiental comparado ao uso de agrotoxicos (CAMARGO, 2011).

O uso de variedades resistentes pode ser um dos métodos de controle mais
eficazes (DE FIGUEIREDO & PEREIRA, 1944). Extensos trabalhos de melhoramento
para resisténcia a podriddo de Phomopsis em berinjela foram realizados com algum
sucesso na Florida, EUA (DECKER, 1946; 1947; 1948; 1949), india (DATAR &
ASHTAPUTRE, 1988; KALDA et al., 1976; PANDEY et al., 2002), China (REN &
ZHANG, 1993; LIU, 1998) e Brasil (REIFSCHNEIDER et al., 1993). Na india, outras
espécies de Solanum filogeneticamente relacionadas com a berinjela foram identificadas
como fontes de genes de resisténcia a doenca (DATAR & ASHTAPUTRE, 1988; SHERF
& MACNAB, 1986).

A cultivar mais plantada no nordeste brasileiro ¢ o hibrida “Cica ", desenvolvido
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas (CNPH), lancada em 1991. A mesma é
resistente a antracnose (Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc.) e podridao
de Phomopsis (P. vexans) (REIFSCHNEIDER et al., 1993) e ainda continua sendo
cultivada e estudada (MALDANER et al., 2009).

3.1. O hibrido Cica
O mercado brasileiro de berinjela é dominado pelos hibridos, devido as suas
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caracteristicas de produtividade, tolerancia as doencas e pragas, uniformidade e qualidade
dos frutos. A introducdo dos hibridos de berinjela no mercado foi iniciada na década de
60, sendo possivel devido & ocorréncia de heterose, comum nesta e em algumas outras
especies. A heterose € definida como a tendéncia de individuos obtidos por cruzamento
em ultrapassar seus genitores endogamicos e suas geracGes endogamicas em algumas
caracteristicas. Assim, plantas mais vigorosas e produtivas sdo geralmente obtidas em
geracOes F1 de hortalicas, como a berinjela (ANTONINI et al., 2002).

O hibrido ‘Ciga’ ¢ originario do cruzamento entre o acesso ‘CNPH 006°, derivado
da cultivar ‘Campinas’ e ‘CNPH 110’, linhagem obtida da cultivar ‘Florida Market’. Esse
hibrido possui resisténcia a antracnose e a podridao de Phomopsis (VENTURA, 2006).
Como fonte de resisténcia & antracnose foi utilizada uma linhagem derivada de material
proveniente da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRJ). A resisténcia tanto
a antracnose quanto a podriddo de Phomopsis é considerada monogénica dominante
(MADEIRA, 1989).

Desta forma, a geragédo F1 obtida do cruzamento entre as linhagens comporta-se
como resistente as duas doencas (MADEIRA, 1989; REIFSCHNEIDER et al., 1993;
Embrapa Hortalicas, 2003). O desenvolvimento deste hibrido iniciou-se no ano de 1986,
sendo lancado no ano 1991 pela Embrapa Hortalicas (Brasilia — DF), vinculado ao
Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA). Em condic¢des de horticultura
convencional, o hibrido ‘Ci¢a’ tem se mostrado mais rustico, necessitando normalmente
de um numero menor de pulverizacdes, aumentando a sustentabilidade ambiental e
diminuindo os custos de producdo (EMBRAPA, 2011; FRANCA, 2008).

O hibrido ‘Ciga’ apresenta plantas vigorosas, com habito de crescimento
intermediario, com 1,1-1,5 m de altura. As folhas, de coloracdo verde-escura, possuem
poucos espinhos. O florescimento inicia-se 30—-35 dias apds o transplantio e a colheita
aos 60- 65 DTA (dias ap0s o transplantio) para as condi¢des do Distrito Federal. No
plantio durante o inverno hd um retardamento do desenvolvimento da planta e,
consequentemente, no inicio da colheita (FRANCA, 2008).

Os frutos da berinjela ‘Ciga’ t€ém coloragdo roxo-escuro brilhante e formato
oblongo-alongado, com 22 cm de comprimento por 8 cm de didmetro e cerca de 350 g de
peso. Em condi¢Oes favoraveis, a cultivar tem produzido até 120 toneladas de frutos por
hectare. Além da resisténcia a doengas, a ‘Ci¢a’ apresenta caracteristicas de boa
adaptacdo as variagdes climaticas, uniformidade do fruto e planta, e boa conservagao pos-

colheita. O hibrido ‘Ci¢a’ tem sido recomendado para os cultivos nas regides Norte,
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Nordeste, Centro Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (REIFSCHNEIDER et al., 1993;
Embrapa Hortalicas, 2003).

Atualmente, observagdes de campo t€m mostrado que o hibrido ‘Ciga’ apresenta,
sob condicdes muito favoraveis, niveis elevados de suscetibilidade a doenca Podridédo de
Phomopsis. Isto leva a suspeitar que 0 agente causal da podriddo ndo seja aquele para a
qual a cultivar foi inicialmente selecionada (Diaporthe vexans). Neste contexto, hd uma
necessidade de esclarecimento da etiologia da doenca nas principais regides produtoras
do pais, para dar suporte aos programas de melhoramento genético de berinjela, visando
resisténcia a doenca.

Assim, esse estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade do(s)
patdgeno(s) associado(s) com a podriddo de Phomopsis da berinjela no Brasil e selecionar
fontes de resisténcia de amplo espectro contra o (s) patdgeno (s) causador (es) da doenca
no banco de germoplasma de berinjela da Embrapa Hortalicas, localizada em Brasilia-
DF.

Fonte: AiltonReis ¢ Bruno Alwves, 2023

Figura 1. Sintomas da Podriddo de Phomopsis em area produtora de berinjela. Sintomas em folhas (A),

inflorescéncia (B) fruto (C) e ramos (D).
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CAPITULO I

Caracterizacdo de um complexo de patdgenos associados a podridao de
Phomopsis em berinjela no Brasil
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RESUMO

A berinjela (Solanum melongena L.) € uma importante espécie olericola cultivada
em todos os estados do Brasil. Embora apresentando extrema rusticidade, muitos
problemas fitossanitarios ainda interferem na sua produtividade. Entre as doengas mais
destrutivas estdo as manchas foliares e a podridao dos frutos coletivamente denominada
de podriddao de Phomopsis. Historicamente essa doenca tem sido atribuida a um Unico
agente causal (Diaporhte vexans). No entanto, essa etiologia ndo foi inteiramente
caracterizada utilizando modernas ferramentas moleculares. Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivos determinar a etiologia da doenca podriddo de Phomopsis da
berinjela no Brasil via caracterizacdo molecular de 47 isolados do patdégeno, com base na
informacdo de sequéncias de quatro regides gendmicas. A analise preliminar da variagédo
nucleotidica entre os isolados usando sequéncias parciais do gene codificador do fator de
elongacdo da traducédo 1-a (TEF-1) revelou um total de 14 haplotipos (H1-H14). Isolados
(um a trés) de cada haplotipo foram selecionados com base na regido geografica de
ocorréncia para conducdo das analises filogenéticas multilocus. Essa analise resultou na
identificacdo de um complexo de espécies associadas a doenga. Quatro arvores de
méaxima verossimilhanca empregando informacdes de quatro regides gendmicas (TEF-1,
espaco interno transcrito — ITS, a beta-tubulina — Tub-2 ¢ y-actina— ACT) foram geradas
para 0s géneros Boeremia (espécie nova #1 e espécie nova #2), Cumuliphoma (C.
pneumoniae), Diaporthe (D. endophytica, D. griceae e D. vexans) e Stagnosporopsis (S.
pogostemon e uma nova espécie #1). Ensaios de avaliacdo de patogenicidade foram
conduzidos (com e sem ferimentos) com quatro isolados indutores de lesdes em frutos
(cv. Cica). Foi avaliado o didametro das lesdes em cada fruto, e calculou-se o diametro
médio da area necrosada da epiderme. As medidas das lesGes foram obtidas em dois
sentidos perpendiculares com a ajuda de um paquimetro. As médias dentre 0os métodos
de inoculacdo (com e sem ferimento) indicaram a ocorréncia de variabilidade.
Independente dos isolados, ensaios com ferimentos resultaram em maiores (mas nédo
significativamente diferentes) valores de AACPD para a variavel didmetros médios das
lesBes. A presenca um complexo patogénico (incluindo potenciais novas espécies) na
etiologia da podriddo de Phomopsis pode representar um enorme obstaculo no
desenvolvimento de cultivares melhoradas de berinjela, demandando a incorporacgéo de
multiplos fatores de resisténcia ou a identificacdo de fontes de resisténcia genética de
amplo espectro.

Palavras Chaves: Phomopsis vexans; Filogenia; Solanaceas; Hortalicas Fruto,
Patogenicidade
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ABSTRACT

Eggplant (Solanum melongena L.) is an important vegetable species cultivated in
all states of Brazil. Although it is extremely rustic, many phytosanitary problems still
interfere with its productivity. Among the most destructive diseases are leaf spot and fruit
rot collectively called as “Phomopsis rot”. Historically, this disease has been attributed to
a single causal agent (Phomopsis vexans). However, this etiology has not been fully
characterized using modern molecular tools. In this context, the present study aimed to
determine the etiology of Phomopsis rot disease of eggplant in Brazil via molecular
characterization of 47 isolates of the pathogen, based on sequence information from four
genomic regions. Preliminary analysis of nucleotide variation among isolates using
partial sequences of the gene encoding translation elongation factor 1-a (TEF-1) revealed
a total of 14 haplotypes (H1-H14). Isolates (one to three) of each haplotype were selected
based on the geographic region of occurrence to conduct multilocus phylogenetic
analyses. This analysis resulted in the identification of a complex of species associated
with the disease. Four maximum likelihood trees employing information from four
genomic regions (TEF-1, internal transcribed spacer — ITS, beta-tubulin — Tub-2, and vy-
actin — ACT) were generated for the genera: Boeremia (new species #1 and new species
#2), Cumuliphoma (C. pneumoniae), Diaporthe (D. endophytica, D. griceae, and D.
vexans), and Stagnosporopsis (S. pogostemon and a new species #1). Pathogenicity
assays were conducted with four isolates that induce lesions in fruits of the hybrid ‘Ciga’
with and without wounds. The diameter of the lesions in each fruit was evaluated, and the
average diameter of the necrotic area of the epidermis was calculated. Lesion
measurements were obtained in two perpendicular directions with the help of a caliper.
The averages between the inoculation methods (with and without wounding) indicated
the occurrence of variability. Regardless of the isolates, trials with wounds resulted in
higher (but not significantly different) AUDPC values for the variable mean lesion
diameter. The presence of a pathogenic complex associated with Phomopsis rot may
represent a huge obstacle in the development of improved eggplant cultivars, requiring
the incorporation of either multiple resistance factors or the identification of sources of
broad-spectrum genetic resistance.

Keywords: Phomopsis vexans; Phylogeny; Solanaceae; Vegetables Fruit, Pathogenicity.
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INTRODUCAO

A berinjela, botanicamente classificada como Solanum melongena L., pertence a
familia Solanaceae (RIBEIRO et al. 1998). No Brasil, a berinjela foi introduzida pelos
portugueses no século XV1 e teve um incremento do seu uso na culinaria brasileira atraves
dos imigrantes arabes, grandes apreciadores desta hortalica (RIBEIRO et al. 1998;
NASCIMENTO, 2004). O incremento de consumo nas dietas se deve ao fato da berinjela
se destacar por seu valor nutricional, com alto teor de minerais (ressaltando o célcio, ferro
e fdsforo), riboflavina, niacina e acido ascorbico e fibras, contribuindo de forma
significativa para o aprimoramento de dietas (ANEFALOS et al. 2008; LIMA, 2009).

Vérias doencas incidem sobre a cultura da berinjela e sdo as principais
responsaveis pela reducdo na producéo e produtividade desta hortalica (REIS et al. 2011).
As doencas mais destrutivas e importantes sdo as manchas foliares e a podridéo dos frutos
que tem sido atribuida exclusivamente ao fungo Diaporthe vexans (Sacc. & Syd.) Harter
(REIS et al. 2011; EDGERTON & MORELAND, 1921). A cultura é considerada
hospedeira Unica e de importancia econdmica do fungo D. vexans, que causa enormes
perdas de produtividade e qualidade do produto. A doenca também é chamada de
podriddo do caule/ hastes, cancro, tombamento e mancha foliar (ISLAM et al. 2010). O
relato mais antigo desta doenca foi feito na india em 1914 (HARTER, 1914;
RANGASWAMI, 1979).

O fungo induz o desenvolvimento de um sintoma tipico nos frutos, que sdo
manchas deprimidas ou ndo, com anéis concéntricos, que podem levar ao apodrecimento
de frutos inteiros, seguido da sua queda. A podriddo dos frutos é a fase mais destrutiva
nos campos ou em pdés-colheita. A doenca em caules e folhas resulta em reducdo do
tamanho e peso dos frutos. Reducéo de rendimento em torno de 50% tém sido reportadas
nos EUA e em Porto Rico (EDGERTON & MORELAND, 1921; NOLLA 1929;
MARTIN 1930). No Brasil, perdas devastadoras tém sido reportadas desde o final da
década de 1930 e todas as medidas de controle se mostraram ineficazes (De
FIGUEIREDO & PEREIRA, 1944). Em um estagio avancado da doenca, ha reducdo da
qualidade das sementes com baixa germinagédo e pré-emergéncia e pds-emergéncia das
plantulas (TOOLE et al. 1941; PORTER 1943; VISHUNAVAT & KUMAR, 1993,
KAUSHAL & SUGHA, 1995; JAYARAMAIAH et al. 2013; ANWAR et al. 2017;
PRASAD 2018).
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O género Diaporthe esta distribuido mundialmente e possui grande nimero de
hospedeiras. As espécies deste género podem ser fitopatogenos, sapréfitas ou simbiontes
endofiticos (UECKER 1988; ROSSMAN et al. 2007; UDAYANGA et al. 2011; GOMES
etal. 2013). A ordem esta dividida em 20 familias que se distribuem em diferentes nichos
ecologicos. A maioria das espécies conhecidas na literatura inicialmente foi descrita
associada aos seus hospedeiros (UECKER 1988), com excecdo de cerca de 150 espécies
que foram descritas a partir de dados moleculares (GOMES et al. 2013, LOMBARD et
al. 2014, UDAYANGA et al. 2014; 2015).

A existéncia de varios fungos produtores de picnidios e causadores de manchas
foliares em berinjela tem gerado dificuldades na identificacdo de cada um deles.
SPEGAZZINI (1881) descreveu um fungo que ocorre nas folhas de S. melongena na Italia
como Phyllosticta hortorum. HALSTED (1892) descreveu o mesmo fungo em folhas e
frutos de berinjela em Nova Jersey, EUA, como Phoma solani. No entanto, o0 nome P.
solani j& havia sido aplicado a outro fungo, em outra hospedeira e, portanto, SACCARDO
& SYDOW (1899) o renomearam como Phoma vexans. SMITH (1905) observando
conidios septados nos EUA, prop6s o nome Ascochyta hortorum em vez de P. hortorum.
Na Italia, VOGLINO (1907) estudou um fungo presente na berinjela e concordou com
Smith, concluindo que o fungo descrito por SPEGAZZINI (1881) como P. hortorum
pertencia ao género Ascochyta. Testes de inoculacdo cruzada e estudos morfoldgicos
indicaram para HARTER (1914) que P. solani e P. hortorum eram a mesma espécie. Ele
também concluiu que o género ao qual o fungo pertencia ndo era Phoma ou Phyllosticta,
mas Phomopsis.

Ao contrério dos trabalhos anteriores, HARTER (1914) observou e descreveu 0s
conidios “beta” caracteristicos do género, propondo o nome Phomopsis vexans para o
fungo. Assim, considerando que o anamorfo que produz alfa e beta conidios é realmente
um Phomopsis (UECKER, 1988), as espéecies P. hortorum e A.hortorum. foram
sinonimizadas com Phoma exigua Desm., patdgeno que pode ser encontrado em lesdes
mais antigas causadas por outros fungos (BOEREMA et al., 2004).

A identificacdo do género Diaporthe sempre foi considerado um dos mais dificeis
de se identificar (AVESKAMP et al. 2008; ZHANG et al. 2009). Nos ultimos anos, sua
taxonomia tem sido profundamente revisada. Os nomes genéricos Diaporthe e Phomopsis
ndo sdo mais usados para distinguir diferentes formas deste género. ROSSMAN et al.
(2015) propuseram que o nome do género Diaporthe deveria ser mantido ao invés de

Phomopsis por duas razoes principais: (i) foi introduzido antes de Phomopsis e (ii)
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Diaporthe representa a maioria das espécies descritas, e, portanto, tem prioridade sobre
Phomopsis.

O género Diaporthe foi historicamente considerado um grupo monofilético com
base em sua forma sexuada tipica e na forma assexuada de Phomopsis, GAO et al. (2017)
revelaram sua natureza parafilética (GOMES et al.,, 2013). Estudos recentes tém
demonstrado que caracteres morfoldgicos sdo inadequados para definir espécies deste
género (DISSANAYAKE et al. 2017), devido a sua variabilidade sob condigdes
ambientais variaveis (GOMES et al., 2013). Métodos de concordancia genealdgica
baseados em dados de sequéncia de DNA multigénico fornecem uma melhor abordagem
para resolver a taxonomia do género Diaporthe (SANTOS et al., 2017). Portanto, muitas
espécies descritas em Phoma hoje foram reclassificadas em outros géneros. Varios desses
géneros recentemente introduzidos estdo intimamente relacionados com Phoma,
incluindo Boeremia, Peyronellaea e Stagonosporopsis (AVESKAMP et al. 2009a,
2009b, 2010).

Espécies pouco relacionadas e com caracteres morfologicos claramente distintos,
apontam resultados claros em andlises filogenéticas mesmo quando realizados com base
em apenas um locus (BRAUN et al., 2003). No entanto, em um complexo que abriga
organismos morfologicamente semelhantes, apenas um locus ndo é considerado
suficiente para discriminacdo de espécies (SCHUBERT et al. 2007; BENSCH et al.
2012). Regides do espacador interno transcrito ribossomal nuclear (ITS), gene da beta-
tubulina (TUB), gene do fator de alongamento da traducédo 1-a (TEF), gene da histona-3
(HIS) e gene da calmodulina (CAL) sdo marcadores comumente empregados para
identificacdo das espécies do género Diaporthe (GUARNACCIA et al. 2018; YANG et
al. 2018; GOMES et al. 2013; SANTOS et al. 2017).

Como mencionado, a podriddo dos frutos tem sido historicamente atribuida a um
unico agente causal (D. vexans). No entanto, a diversidade de sintomas e 0rgaos afetados
sugere o potencial envolvimento de um complexo de patdgenos associados com a
podriddo de Phomopsis da berinjela no Brasil. Além disso, essa etiologia ndo foi
inteiramente caracterizada utilizando modernas ferramentas moleculares nas condigdes
brasileiras.

O presente estudo teve como objetivo esclarecer a etiologia da podriddo de
Phomopsis da berinjela no Brasil via dados de sequéncia de DNA multi-locus de uma
amostra representativa de isolados dos patdgenos coletados em areas produtoras dos

estados de Pernambuco, Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina e do Distrito Federal.
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Além disso, quatro isolados caracterizados neste estudo foram testados quanto a

patogenicidade em frutos da cultivar Cica.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo e conservacao dos isolados — Os isolados fangicos foram obtidos a partir de
frutos, peddnculos, sépalas, ramos e folhas de berinjela apresentando sintomas de
manchas conspicuas, necroticas, deprimidas, com halo acastanhado. As amostras vegetais
foram levadas ao laboratdrio e mantidas em cdmaras umidas por 48 h. Os isolados foram
obtidos removendo massas de esporos das lesdes com uma agulha estéril. As estruturas
fangicas foram transferidas para uma das extremidades de uma placa de Petri contendo
meio batata-dextrose-agar (BDA= batata= 200 g, dextrose= 20 g, agar= 20 g) adicionado
de tetraciclina (30 mg L-1). Em seguida, com ajuda de uma al¢a de platina, os esporos
foram espalhados sobre a superficie do meio, de modo semelhante como se faz em
isolamento de bactérias, visando obter culturas puras monosporicas. As placas foram
mantidas em BOD por trés dias a 25°C, no escuro. Ap6s o crescimento inicial, uma
col6nia foi transferida para outra placa de Petri, contendo BDA (COSTA et al. 2022). A
conservacao dos isolados foi realizada através do método de Castellani (CASTELLANI

1939) e em ultrafreezer a -80°C contendo glicerol.

Caracterizacdo molecular — As regides alvos do genoma dos isolados caracterizadas no
presente estudo foram: o espacgo interno transcrito (ITS), o fator de alongamento da
traducdo 1-a (TEF), a Beta tubulina (Tub-2) e posteriormente a y-actina parcial (ACT),
(O’DONNELL et al., 2015; GAI YP. et al., 2016) (Tabela 1).

Extracdo de DNA - Para a obtencdo do micélio fangico usado na extracdo de DNA
realizou-se inicialmente a recuperacdo dos isolados mediante repicagem de discos de
micélio para placas de Petri contendo meio de cultura BDA, as quais foram mantidas em
camara de crescimento (BOD) sob temperatura de 25°C, no escuro, por 7 dias. Apos este
periodo, o micélio foi retirado da placa com o auxilio de um bisturi estéril, em camara de
fluxo laminar, sendo acondicionado em tubos de 2 mL. No momento da extragdo de DNA
os tubos contendo micélio fungico receberam 3 esferas (esferas de ceramica) em cada um
deles. Em capela de exaustdo adicionou-se 750 pL de CTAB (brometo de
cetiltrimetilam6nio) a cada tubo, seguido de trituracdo no aparelho Precellys (Bertin

Technologies). Posteriormente os tubos foram colocados em banho-maria a 65°C por 10
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minutos. Apos esfriar por 3 minutos acrescentou-se 750 uL de Clorofil (cloroférmio +
alcool isoamilico, na propor¢do 24:1) aos mesmos em capela de exaustéo, procedendo-se
de forma vigorosa em vortex e posterior centrifugagdo a 9.000 rpm por 5 minutos. Depois
da centrifugacéo retirou-se 600 mL da fase superior, a qual foi distribuido para tubos de
1,5 mL, adicionando-se em seguida 300 puL de isopropanol gelado. O material foi agitado
manualmente e submetido a nova centrifugagdo por 13 minutos a 12.000 rpm, eliminou-
se 0 sobrenadante e fez-se rapidamente e cuidadosamente a lavagem do pellet com &lcool
70%. Os tubos abertos foram submetidos a secagem em camara de fluxo por 30 minutos.
Apos este procedimento acrescentou-se 100 uL de TE (Tris 0,01M; EDTAO0,001M; pH
7,0) e os mesmos foram armazenados no freezer (BOITEUX et al., 1999). Para avaliar a
qualidade do DNA extraido, antes de usé-los na Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR),
as amostras de DNA foram analisadas em gel de agarose 1,5%, em tampao TBE 0,5 X
(Tris-borato-EDTA), coradas com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, EUA) e
visualizados em foto documentador L-Pix ST (Loccus Biotecnologia).

Amplificacdo de regides gendmicas e sequenciamento dos amplicons — O gene TEF
foi inicialmente amplificado para todos os isolados para estimar a diversidade de
haplétipos através do DnaSP (ROZAS et al. 2003). Os isolados representativos de cada
haplétipo foram selecionados para a analise multilocus com base na regido geografica.
As reacdes de PCR foram realizadas utilizando termociclador (AUT. CAP. 96X0,2ML
159 2720 da Applied Biosystems®), em volumes finais de 25 pL, contendo: 17.05 pL de
agua Milli-Q; 2,5 pL de Buffer 10 X; 0.75 uL de MgCly; 0.50 uL de dNTPs (10 mM);
1,0 uL de cada primer (10 mM); 0.2uLL de Tag DNA polimerase e 2 ul. de DNA. Além
disso, uma outra reacdo com volume de 12 pL foi utilizada, isso quando a reagéo para 25
puL ndo demonstrava resultados quanto a amplificacdo, nesta continha: 2.5 pL de 4dgua
Milli-Q; 2,0 uL de Buffer 10 X; 1.0 pL de MgCly; 1.0 uL de dNTPs (10 mM); 1,5 pL de
cada primer (10 mM); 0.5uL de Taq DNA polimerase e 2 pLL de DNA.

As condicbes de amplificacdo da regido ITS, incluiram uma desnaturacao inicial
a 95 °C por 2 minutos; seguida por 36 ciclos de 95 °C por 1 minuto, anelamento a 51° C
por 1 minuto, extensdo a 72° C por 1 minuto, e extensdo final a 72°C por 7 minutos. Para
amplificagdo da regido TEF, as condicGes térmicas incluiram, uma desnaturacéo inicial
a 95 °C por 2 minutos, seguido por 36 ciclos de 95 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C
por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, finalizando com uma extensao final a 72 °C por 7

minutos. Para a regido Tub-2, as condi¢des de amplificacdo incluiram uma desnaturacao
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inicial a 95 °C por 2 minutos; seguida por 36 ciclos de 95 °C por 1 minuto, anelamento a
65° C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 1 minuto, e extensao final a 72 °C por 7 minutos.
Para a regido ACT, foi feita uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 10 minutos, seguida
por 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos, extensdo a
72 °C por 80 segundos e uma etapa de extensao final a 72 °C por 6 minutos. Apos a
amplificagéo, os produtos da PCR foram visualizados novamente em gel de agarose a
1,5%, e tampdo TBE 0,5X (Tris-borato-EDTA) para verificagdo da qualidade. As
amostras de boa qualidade foram purificadas com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System, (Promega, Estados Unidos) seguindo as instrucdes do fabricante. Os produtos
de PCR purificados foram enviados a ACTGene-Analises moleculares LTDA

(Alvorada—RS) para sequenciamento.

Alinhamento de sequéncias e andlise filogenética — As leituras de sequéncia direta e
reversa foram montadas e revisadas usando o pacote Staden (STADEN et al. 1998). Todas
as sequéncias de consenso obtidas foram comparadas com outras do GenBank usando o
BLAST para consultar o banco de dados de sequéncias do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) visando confirmar as atribuicdes taxondmicas dos
isolados. Sequéncias representando Ex-types e sequéncias publicadas relacionadas foram
recuperadas do GenBank (Tabela S1). As sequéncias de cada gene foram alinhadas
usando a estratégia G-INS-i no programa online MAFFT v.7 (KATOH & TOH 2013,
KATOH et al. 2019), com parametros padrdo para abertura e extensdo de gap e pontuacéo
de 200PAM /x= 2 nucleotideos matriz e ajustada manualmente quando necessario no
MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Os genes foram concatenados usando SequenceMatrix
v.1.8 (VAIDYA et al. 2011). As relagdes filogenéticas foram estimadas usando o0s
métodos de Méaxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) para regides
gendmicas concatenadas. As analises de MV foram realizadas usando IQ-TREE v. 2.1.2
(NGUYEN et al. 2015). Os modelos de substituicdo mais adequados foram selecionados
pelo ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al. 2017; MINH et al. 2020) de acordo
com o Bayesian Information Criterion (BIC). A confiabilidade dos suportes dos nés das
arvores foi inferida usando o teste de razdo de verossimilhanca aproximada do tipo
Shimodaira-Hasegawa (SH-aLRT-GUINDON et al. 2010) e o suporte de bootstrap
ultrarrapido (UFboot) (MINH et al. 2013; HOANG et al. 2017) com 1000 réplicas. As
analises de BI foram realizadas em MrBayes v. 3.2.6 v 3.2.1 (RONQUIST et al. 2012),
implementado no CIPRES (https://www.phylo.org/portal2/home.action). Os modelos de
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evolucéo foram estimados no MrModeltest 2.3 (NYLANDER 2004) usando o critério de
informacdo de Akaike (CIA) para cada regido genémica. O conjunto de dados
combinados foi subdividido para refletir o modelo de substitui¢do de nucleotideos mais
apropriado para cada um dos conjuntos de dados de genes Unicos para a analise Bayesiana
do conjunto de dados combinados. Quatro cadeias de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) foram conduzidas por 5 x107 geracGes, com amostragens a cada 1000 geracdes.
A convergéncia de todos os parametros foi verificada usando Tracer v 1.5 (RAMBAUT
& DRUMMOND, 2010) e os primeiros 25% das geracdes foram descartados como burn-
in. Os clados foram considerados bem suportados quanto o suporte ao bootstrap da MV
(UFboot > 95 e SH-aLRT > 80) e BI-PP > 0,95. As arvores filogenéticas foram
visualizadas no FigTree v1.4.3 (RAMBAUT, 2012) e editadas no software Adobe
Illustrator CS6 (Adobe Systems, EUA).

Avaliacdo da patogenicidade em frutos de berinjela (cv. Ciga) — Os isolados
associados com a doenca Podriddo de Phomopsis utilizados para inoculagdo em frutos de
berinjela foram selecionados com base no 6rgdo da planta atacada e na regido geografica
de onde foram obtidos. Os frutos da berinjela da cv. Cica utilizados no presente ensaio
foram obtidos de uma éarea produtora localizada no Nucleo Rural Boa Esperanca,
Ceilandia—DF. Antes das inoculacdes, todos os frutos foram desinfetados imergindo-os
em uma solucdo de hipoclorito de sodio (0,2 %), por 10 minutos, lavados em &agua
corrente e em seguida secos em papel toalha. Posteriormente, os frutos foram
acondicionados em bandejas de plastico (44 x 30 cm). No fundo das bandejas foram
depositados papéis toalha interfolha umedecidos com 10 mL de agua destilada estéril,
onde permaneceram por 48 horas. Para as inocula¢cfes, foram utilizadas culturas puras
dos quatro isolados dos patdgenos associados com a doenca, cultivados por dez dias em
placas de Petri contendo meio agar-agua suplementado com ramos de alfalfa (Medicago
sativa) esterilizados, estes utilizados para induzir a esporulacdo dos isolados
(UDAYANGA et al. 2014) e mantidos em camara BOD, a uma temperatura de 25°C +
1°C com fotoperiodo de 12 horas de luz ultravioleta por 10 dias. Os ensaios foram
conduzidos de duas maneiras, com e sem ferimentos nos frutos. Nos ensaios com
ferimento, os frutos foram perfurados em dois locais equidistantes, com auxilio de agulha
hipodérmica e a inoculagdo realizada através de discos de 0,75cm do meio &gar-agua,
contendo crescimento micelial do fungo. Nos ensaios sem ferimentos, discos do meio

contendo o crescimento micelial foram fixados na superficie intacta dos frutos em dois
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locais equidistantes. Na testemunha, utilizou-se apenas disco de meio agar-agua. Os
frutos da berinjela foram mantidos em cdmara Umida apds a inoculacao e retirados da
camara Umida 72 horas depois (Figura 1). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial (4 isolados x uma cultivar/ Ciga). A

parcela experimental foi composta por cinco repeticdes (cinco frutos).

Avaliacdo da patogenicidade — Na avaliacdo, mediu-se o didametro das duas lesbes em
cada fruto e calculou-se o diametro médio da area necrosada na epiderme dos frutos. Para
isso utilizou-se um paquimetro, onde foram feitas as medicdes das lesdes em dois sentidos
perpendiculares. Trés avaliagdes foram efetuadas em intervalos de sete dias, a partir de
12 dias apds a inoculacdo. A confirmacao de que as necroses eram decorrentes da doenca
foi feita reisolando-se os fitopatdgenos das les6es formadas. Os dados obtidos para
avaliacdo da patogenicidade (didmetro da lesdo) foram utilizados para o calculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL & MADDEN, 1990) e
submetidos ao teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o pacote estatistico easyanova®. Inicialmente, foram realizados
os testes de aditividade dos dados, normalidade dos erros e homogeneidade das
variancias. Os dados de AACPD foram transformados em log(x) para atender os
pressupostos da andlise. Ndo havendo nenhuma restricdo, essas foram realizadas de

acordo com o respectivo modelo estatistico.

RESULTADOS

Obtencdo dos isolados — Neste estudo, foram obtidos 47 isolados fungicos de plantas
sintométicas de berinjela, sendo 35 oriundos de &reas produtoras do Distrito Federal,
quatro do estado de Pernambuco, dois do estado de Sao Paulo, cinco do estado de Santa-

Catarina e um do estado de Minas Gerais (Tabela 2).

Haplotipagem dos isolados usando informacéo do gene TEF — A analise preliminar
da variacdo nucleotidica entre os 47 isolados usando sequéncias parciais do gene TEF
revelou um total de 14 haplotipos (H1-H14). O BLAST indicou que os isolados
apresentaram alta similaridade com espécies de quatro diferentes géneros: seis hapldtipos
(H3/H4/H5/H6/H11/H14) foram similares as sequéncias do género Boeremia; um
haplotipo (H7) foi similar as sequéncias do género Cumuliphoma; quatro haplotipos
(H1/H2/H12/H13) foram semelhantes as sequéncias do género Diaporthe e trés

haplotipos (H8/H9/H10) foram similares as sequéncias do género Stagnosporopsis.
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Desses, 21 isolados foram selecionados com base no haplétipo e na regido geogréafica de

onde foram encontrados para conducgdo das andlises filogenéticas.

Analise filogenética e diversidade de espécies — O reconhecimento de espécies para 0s
12 isolados de Boeremia selecionados resultou na identificacdo de duas potenciais novas
espécies (Boeremia spl e Boeremia sp2) feita por meio de dados multilocus (ITS, TUB,
ACT & TEF). Da arvore filogenética formada, nove isolados identificados pelo simbolo
“*”(PIC: 35,47,51, 177,40, 185, 180, 73 ¢ 71) pertencem a Boeremia sp1 e se agruparam
em um clado maior e trés isolados (PIC: 157, 208 e 162) pertencem a Boeremia. sp2 e se
agruparam em um outro clado préoximo. Valores de suporte de bootstrap ML (> 95) e
probabilidade posterior bayesiana (> 95) sdo mostrados como primeira e segunda posi¢ao
acima dos nos, respectivamente (Figura 2). As espécies recuperadas com os genes (ITS,
TUB, ACT & TEF) apresentaram suporte significativo para distinguir as espécies de
Boeremia. No entanto, o gene TEF, isoladamente, ndo distingue a espécie Boeremia sp.2
(Tabela 3). A filogenia de dados multilocus das sequéncias dos genes (ITS, TUB, ACT
& TEF) também foi atil para distinguir claramente os limites das espécies na arvore que
originou as especies de Cumuliphoma. O isolado (PIC 137) foi identificado como
Cumuliphoma pneumoniae. Este se agrupou no mesmo clado que os isolados
representantes da mesma espécie (bootstrap ML > 95 e probabilidade posterior bayesiana
> 95). A arvore foi enraizada em Nothophoma infossa (CBS 123394) e Nothophoma
infossa (CBS 123395) (Figura 3). A filogenia do gene ACT, individualmente, ofereceu
uma resolucdo limitada para as espécies de Cumuliphoma. Trés espécies distintas de
Diaporthe foram distribuidas para cinco isolados a partir das inferéncias filogenéticas
multilocus (ITS, TUB & TEF). A analise filogenética permitiu identificar o isolado PIC
44 como sendo da espécie Diaporthe endophytica, os isolados PIC 117, PIC 48 e PIC 120
da espécie D. griceae e o isolado PIC 78 da espécie D. vexans (bootstrap ML > 95 e
probabilidade posterior bayesiana > 95) (Figura 4). De acordo com 0s caracteres
informativos que distinguem as espécies de Diaporthe, o gene TUB apresentou as
sequéncias mais informativas dentre os genes utilizados. Ja o ITS, apresentou uma
resolucdo limitada dentro do complexo de espécies, indicando que este locus ndo é
confiavel para a delimitacdo das espécies de Diaporthe. A Arvore filogenética inferida a
partir das sequéncias de DNA dos genes ITS, TUB e TEF identificou os isolados PIC 72
e PIC 77 como uma nova espécie de Stagonosporopsis (Stagonosporopsis sp.) e um outro

clado com isolados de referéncia de S. Pogostemon onde o isolado PIC 138 se agrupou



S7

(bootstrap ML > 95 e probabilidade posterior bayesiana > 95) (Figura 5). Quanto a
capacidade de cada regido gendmica distinguir as espécies, Stagonosporopsis foi
recuperado com suporte significativo em TUB e ndo foi contradito em
nenhum outro gene. A filogenia do ITS, individualmente, ndo distinguiu as espécies de
Stagonosporopsis. A ordem de ramificacdo ficou inconclusiva e apresentou uma falta de

suporte de bootstrap nos entrends, resultando em dois grandes agrupamentos.

Avaliacdo da patogenicidade de isolados em frutos — Os resultados da analise de
variancia individual para os dados da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) a partir do diametro médio das lesdes, para cada isolado dos pat6genos
associados com a doenga, ndo demonstraram, pelo teste F, diferencas significativas para
a interacdo entre metodos de inoculagdo x isolados (P<0,05) (Tabela 4). Dos isolados
testados, os resultados das médias dentre os métodos de inoculacdo com e sem ferimento
indicaram a ocorréncia de variabilidade. Independente dos isolados, 0s ensaios com
ferimentos (CF) demonstraram maiores valores de AACPD, ao tratar dos diametros
médios das lesBes, porém, ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o método sem
ferimento (SF), apenas o isolado PIC 78, obtive um didmetro médio semelhante aos
isolados inoculados com ferimento (20,92), ndo diferindo estatisticamente desses. A
precisdo experimental avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV) foi de 14,51% (Tabela
5).

DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas, houve um aumento significativo nas pesquisas que
envolvem a definicdo de espécies fungicas através do uso de dados moleculares
(HIBBETT & TAYLOR 2013; HYDE et al.,, 2013). A filogenia dos patogenos
identificados neste estudo é muito complexa. Os resultados da analise filogenética
demonstram que os 22 isolados testados estdo associados supostamente a um complexo
de espécies causando a Podriddo de Phomopsis da berinjela, fato ainda ndo relatado na
literatura.

Marcadores tém sido propostos como um cédigo de barras de DNA universal para
fungos (SCHOCH et al. 2012). Em Didymellaceae, no entanto, as sequéncias nucleares
do RNA ribossomal (ITS, LSU e SSU) sdo insuficientes para distinguir espécies
estreitamente relacionadas (AVESKAMP et al., 2008, CHEN et al., 2015). A prova disto


https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-014-0297-2#ref-CR37
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¢ a arvore que abriga as espécies de Diaporthe desse estudo. A utilizacdo exclusiva da
regido ITS do rDNA ndo foi suficiente para a delimitacdo de espécies de Diaporthe,
quando comparado com a andlise filogenética multilocus, que demonstrou uma
identificacdo mais robusta ao nivel de espécie dos isolados em estudo com os isolados de
linhagens-tipo do GenBank.

No presente trabalho, as arvores concatenadas empregando as regifes gendmicas
empregadas (TEF, ITS, TUB & ACT) foram capazes de distinguir novas espécies de
Boeremia (sp.1 e sp.2). Este € o primeiro relato de Boeremia ocorrendo em plantas de
berinjela no Brasil. Outras espécies hospedeiras da familia Solanaceae séo relatadas na
literatura. KOKAEVA et al. (2019) identificaram, pela primeira vez, Boeremia exigua
atacando (Solanum dulcamara) na Russia. Ainda, B. exigua e B. foveata foram relatadas
causando o apodrecimento de tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.) (GIEBEL &
DOPIERALA 2004; CIMMINO et al. 2008).

Na arvore filogenética das espécies de Stagonosporopsis, a informacdo oriunda
do gene (TUB) forneceu suporte significativo para descriminar os isolados de interesse.
No entanto, para algumas outras espécies como: Stagonosporopsis (S. papillata / S.
bomiensis) e (S. stuijvenbergii / S. ailanthicola) este gene ndo foi capaz de recupera-las.
Em estudos realizados por HOU et al. (2020) confirmou-se que rpb2 distingue de forma
confidvel 35 géneros em Didymellaceae inclusive Stagonosporopsis, fornecendo uma boa
resolucdo tanto em nivel de espécie quanto de género. Desta forma, andlises adicionais
incorporando a informacdo genética de rpb2 podem ser extremamente Uteis no
refinamento da filogenia dos isolados do género Stagonosporopsis. SituacOes
semelhantes a essas tém ocorrido em outros géneros fitopatogénicos importantes, como
Bipolaris, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Phyllosticta e Pestalotiopsis
(MANAMGODA et al., 2011; SUMMERELLET al. 2010, 2011; WIKEE et al. 2011a, b;
MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2011). A identificagdo de um locus de DNA
diferente (ou marcador secundario de DNA) (HEBERT et al., 2002, SUMMERBELL et
al., 2005, STIELOW et al., 2015) tem sido uma iniciativa promissora para a rapida
deteccdo de fitopatdgenos potencialmente graves (ARMSTRONG & BALL, 2005).

A descoberta de um novo complexo de espécies causando os sintomas da doenca,
trata-se de uma informacao valiosa para os produtores de berinjela que até entéo, quando
se fala do controle quimico, utilizam produtos cupricos registrados apenas para o agente
causal Diaporthe vexans. Assim, fica claro a inviabilidade deste método de controle a

partir desses resultados.
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Na avaliacdo da severidade da doenca em frutos (cv. Cica), das diferentes espécies
dos patdgenos testadas (Diaporthe vexans, Boeremia sp.1 e Stagonosporopsis sp) e por
meio dos quatro isolados inoculados, tivemos que a severidade foi influenciada apenas
pelos métodos de inoculacdo. As lesdes foram significativamente (P<0,05) maiores nos
frutos submetidos a ferimentos, quando comparadas com os tratamentos sem ferimentos.
No método com ferimento (CF), o mais eficiente, todos os isolados foram capazes de
causar necrose, possivelmente devido ao fornecimento de micélio ativo sobre ferimento,
onde ndo ha a protecdo da cuticula e o tecido exposto permite o contato direto do
fitopatégeno com as células. Além disso, os tecidos injuriados aumentam a atividade
metabdlica das células feridas, provocando elevacdo da taxa de respiracdo e aumento da
perda de agua, o0 que resulta na acelerada deterioragdo do fruto. O método sem ferimento
(SF), que utiliza epiderme intacta, foi 0 menos eficiente, com apenas um isolado variando
em termos de agressividade. Com base nos resultados obtidos, 0 método com ferimento
mostrou-se mais indicado para inoculag¢do dos patdgenos associados com a podridao de
Phomopsis em frutos de berinjela.

CONSIDERA(}()ES FINAIS

A utilizacdo de informacdes de quatro regides gendmicas (fator de elongacdo da
traducdo 1-o — TEF-1, espaco interno transcrito — ITS, a beta-tubulina — Tub-2 e y-actina
— ACT) para gerar uma analise filogenética multilocus permitiu um identificacdo robusta
de um complexo patogénico associado com a “Podriddo de Phomopsis” da berinjela no
Brasil. Isolados dos géneros Boeremia (espécie nova #1 e espécie nova #2), Cumuliphoma
(C. pneumoniae), Diaporthe (D. endophytica, D. griceae e D. vexans) e Stagnosporopsis
(S. pogostemon e uma nova espécie #1) foram associados com os diferentes quadro
sintomatologicos que tém sido reportados em condicGes de campo.

Ensaios de avaliacdo de patogenicidade foram conduzidos (com e sem ferimentos)
com quatro isolados deste complexo (dois isolados de Boeremia nova espécie #1, um
isolado de Stagonosporopsis nova espécie#l e um isolado de Diaporthe vexans) foram
capazes de induzir sintomas, complementando os postulados de Koch.

A presenca um complexo patogénico (incluindo potenciais novas espécies) na
etiologia da podriddo de Phomopsis pode representar um enorme obstaculo no

desenvolvimento de cultivares melhoradas de berinjela, demandando a incorporagéo de
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multiplos fatores de resisténcia ou a identificacdo de fontes de resisténcia genética de

amplo espectro.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALTSCHUL SF, GISH W, MILLER W, MYERS EW; LIPMAN DJ (1990). Basic local
alignment search tool. Journal of Molecular Biology, 215: 403—410.

ANEFALOS, L. C.; MOREIRA, S. R.; VIEIRA, K. M.; CIPOLLI, A. B.; TURCO, P. H.
N.; TAVARES, P. E. R. Sazonalidade da oferta de produtos horticolas: o0 mercado de
berinjela. Instituto de Tecnologia de Alimentos. Campinas — SP. 2008, 17 p.

ANWAR, A., BHAT, M., GANAIE, N., AMBARDAR, V.K., HASSAN, M.G. (2017).
Prevalence and management through relative performance of organic mulches and fungi
toxicants of noxious Phomopsis fruit rot (Phomopsis vexans, Sacc. & Syd.) Harter, in
brinjal ecology of Kashmir. The Pharma Innovation Journal, 6, 318-323.

AVESKAMP MM, DE GRUYTER J, CROUS PW (2008). Biology and recent
developments in the systematics of Phoma, a complex genus of major quarantine
significance. Fungal Divers 31:1-18.

AVESKAMP MM, VERKLEY GJM, GRUYTER J DE, MURACE MA, PERELLO A,
WOUDENBERG JHC, GROENEWALD JZ, CROUS PW (2009 a). DNA phylogeny
reveals polyphyly of Phoma section Peyronellaesa and multiple taxonomic novelties.
Mycologia 101: 363-382.

AVESKAMP MM, WOUDENBERG JHC, GRUYTER J DE, TURCO E,
GROENEWALD JZ, CROUS PW (2009 b). Development of taxon-specific sequence
characterized amplified region (SCAR) markers based on actin sequences and DNA
amplification fingerprinting (DAF): a case study in the Phoma exigua species complex.
Molecular Plant Pathology 10: 403-414

BOEREMA G.H, GRUYTER J.D.E, NOORDELOOS M.E, HAMERS M.E.C, (2004).
Phoma identification manual. Differentiation of specific and infra-specific taxa in
culture. Disponivel em: https://doi.org/10.1079/9780851997438.0000.

BOITEUXLS; FONSECA, MEN; SIMON PW. (1999). Effects of Plant Tissue and DNA
Purification Method on Randomly Amplified Polymorphic DNA-based Genetic
Fingerprinting Analysis in Carrot. Journal of the American Society for Horticultural
Science 124: 32-38.

BONFIELD, J.K.; STADEN R. (1996). Experiment files and their application during
large-scale sequencing projects. DNA Sequence 6: 109-117.

BOTELLA, L.and DIEZ, J. (2011). Phylogenic diversity of fungal endophytes in Spanish
stands of Pinus halepensis. Fungal Divers 47, 9-18.

BRUNS, T.D.; WHITE, T.J.; TAYLOR J.W. Fungal molecular systematics. Annual
Review of Ecology and Systematics, 1991, v. 22, p. 525-564.

BURGESS, T.; MALAJCZUK, N.; DELL, B. Variation in Pisolithus and basidiospore
morphology, culture characteristics and analysis of polypeptides using 1D SDS-PAGE.
Mycological Research, v. 99, p. 1-13, 1995.


https://doi.org/10.1079/9780851997438.0000

61

CABRAL, D., STONE, J.K. AND CARROLL, G.C. (1993). The internal mycobiota of
Juncus spp.: microscopic and cultural observations of infection patterns. Mycol Res 97,
367-376.

CAMPBELL, C. D.; MADDEN, L. V. Introduction to Plant Disease Epidemiology.
New York: J. Willey, 1990. 532 p.

CARBONE I. and L. KOHN, 1999. A method for designing primer sets for speciation
studies in filamentous ascomycetes. Mycologia 91, 553-556.

CASTELLANI, A. (1939). Viability of some pathogenic fungi in distilled water.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.24, p. 270-276.

CHEN, Q.,JIANG, J.,ZHANG, G., CAIl, L.and CROUS, P.W. (2015). Resolving
the Phoma enigma. Studies in Mycology, 82, 137-217.

CIMMINO A, ANDOLFI A, BERESTETSKIY A, EVIDENTE A. (2008). Production of
phytotoxins by Phoma exigua var. exigua, a potential mycoherbicide against perennial
thistles. J Agr Food Chem. 56:6304—63009.

COSTA, C.A,; LOURENGCO, V.; SANTIAGO, M.F.; VELOSO, J. S.; Reis, A. Molecular
phylogenetic, morphological, and pathogenic analyses reveal a single clonal population
of Septoria lycopersici with a narrower host range in Brazil. Plant Pathology, v.71, p.
621-633, 2022.

DISSANAYAKE, A.J.; PHILLIPS, AJ.L.; HYDE, K.D.; YAN, JY.; LI, X.H. The
current status of species in Diaporthe. Mycosphere 2017, 8, 1106-1156.

DONG ZY, HUANG YH, MANAWASINGHE IS, WANASINGHE DN, LIU JW, SHU
Y X, ZHAO MP, XIANG MM, LUO M. (2021. Stagonosporopsis pogostemonis: A Novel
Ascomycete Fungus Causing Leaf Spot and Stem Blight on Pogostemon cablin
(Lamiaceae) in South China. Pathogens. Aug 27;10 (9):1093.

EDGERTON, C.W., & MORELAND, C.C. (1921). Eggplant blight. Louisiana
Agricultural Experiment Station Bulletin, 78, 1-44.

FIGUEIREDO, E.R.D.E., & PEREIRA, H.F. (1944). A serious eggplant disease caused
by Phomopsis vexans. Biologico, 10, 349-352.

GAIl Y.P, MA H.J, CHEN X.L, CHEN H.H & HONG-YE LI (2016). Boeremia tuber rot
of sweet potato caused by B.exigua, a new post-harveststorage disease in China.
Canadian Journal of Plant Pathology, 38:2, 243-249,
DOI:10.1080/07060661.2016.1158742To

GAQO, Y.; LUI, F.; DUAN, W.; CROUS, P.W.; CAl, L. Diaporthe is paraphyletic. IMA
Fungus 2017, 8, 153-187.

GIEBEL J, DOPIERALA U. (2004). Pathogenesis of potato gangrene caused by Phoma
exigua var. foveata: Il. Activities of some hydrolases and dehydrogenases. J Phytopathol.
152:399-403.

GLASS, N.L.; DONALDSON, G.C. (1995). Development of primer sets designed for
use with the PCR to amplify conserved genes from filamentous Ascomycetes. Applied
and Environmental Microbiology, v. 61, n. 4, p. 1323-1330.



62

GOMES, R.R., GLIENKE, C., VIDEIRA, S.I.R., LOMBARD, L., GROENEWALD, J.Z.
AND CROUS, P.W. (2013). Diaporthe: a genus of endophytic, saprobic and plant
pathogenic fungi. Persoonia 31, 1-41.

GONZALEZ, V. and TELLO, M.L. (2011). The endophytic mycota associated with Vitis
vinifera in central Spain. Fungal Divers 47, 29-42.

GUARNACCIA, V.; GROENEWALD, J.Z.; WOODHALL, J.; ARMENGOL, J;
CINELLI, T.; EICHMEIER, A.; EZRA, D.; FONTAINE, F.; GRAMAIJE, D
GUTIERREZ-AGUIRREGABIRIA, A.; et al. Diaporthe diversity and pathogenicity
revealed from a broad survey of grapevine diseases in Europe. Persoonia 2018, 40, 135-
153.

HALSTED B.D, (1892). Some fungous diseases of the eggplant. New Jersey
Agricultural Experiment Station Twelfth Annual Report, 1891:277-283.

HARTER, L.L. (1914). Fruit-rot, leaf-spot and stem blight of the eggplant caused by
Phomopsisvexans. Journal of Agricultural Research, 2, 331-338.

HEBERT, A. CYWINSKA, S.L. BALL, et al. (2022). Biological identifications through
DNA barcodes Proceedings of the Royal Society of London B, 270, pp. 313-321

HYDE KD, UDAYANGA D, MANAMGODA DS, TEDERSOO L, LARSSON E,
ABARENKOV K, BERTRAND YJK, OXELMAN B, HARTMANN M, KAUSERUD
H, RYBERG M, KRISTIANSSON E, NILSSON RH (2013). Incorporating molecular
data in fungal systematics: a guide for aspiring researchers. Curr Res Environ Appl
Mycol 3:1-32

HIBBETT DS, TAYLOR JW (2013). Fungal systematics: is a new age of enlightenment
at hand? Nat Rev Microbiol 11:129-133.

HOU L.W., GROENEWALD J.Z., PFENNING L.H., YARDEN 0.,
CROUS P.W. E L. CAI. The phoma-like dilemma. Studies in Mycology. Volume
96, June 2020, Pages 309-396.

ISLAM, M.M., ASADUZZAMAN, M., & MEAH, M.B. (2010). Molecular
Characterization of Phomopsis vexans Isolates of Eggplant of Bangladesh. Journal of
Science Foundation, 8, 131-140. doi: https://doi.org/10.3329/jsf.v8i1-2.14636

JAYARAMAIAH, K.M., MAHADEVAKUMAR, S., RAJ, C., & JANARDHANA,
A.P.G.R. (2013). PCR based detection of (Sacc. & Syd.) - The causative agent of leaf
blight and fruit rot disease of Brinjal (L.). International Journal of Life Science, 7, 17—
20. doi:https://doi.org/10.3126/ijls.v7i1.8173.

KALYAANAMOORTHY, S., MINH, B. Q., WONG, T. K., VON HAESELER, A. &
JERMIIN, L. S. 2017. ModelFinder: fast model selection for accurate phylogenetic
estimates. Nat. Methods 14:587-9.

KATOH K, TOH H, 2013. MAFFT multiple sequence alignment software version 7:
improvements in performance and usability. Molecular Biology and Evolution 30:772-
780.

KAUSHAL, N., & SUGHA, S.K. (1995). Role of Phomopsis vexans in damping-off of
seedlings in eggplant and its control. Indian Journal of Mycology and Plant Pathology,
25, 189-191.



https://www.sciencedirect.com/journal/studies-in-mycology
https://www.sciencedirect.com/journal/studies-in-mycology/vol/96/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/studies-in-mycology/vol/96/suppl/C
https://doi.org/10.3329/jsf.v8i1-2.14636

63

KOKAEVA L. Studies on the mycobiota of blighted Solanum dulcamara leaves. Janeiro
de 2019 Mycology and Phytotherapy 53(2):108-114
DOI:10.1134/S0026364819020053

KUMAR, S., STECHER, G., AND TAMURA, K. (2016). MEGA7: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets. Molecular Biol. and
Evol. 33:1870-1874.

LIMA, M. E. Cultivo da Berinjela (Solanum melongena L.) em diferentes sistemas de
cultivo e ldminas de irrigagcdo no municipio de Seropédica — RJ. IN: Tese, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Agronomia, (Ciéncias: Fitotecnia). Seropédica -
RJ, 2009, 133 p.

LIU, Y.J.,, WHELEN, S. and HALL, B.D. 1999. Phylogenetic relationships among
ascomycetes: evidence from an RNA polymerase Il subunit. Mol. Biol. Evol. 16(12):
1799-1808.

LOMBARD L, VAN LEEUWEN GCM, GUARNACCIA V, POLIZZI G, VAN
RIJSWICK PC, et al. (2014). Diaporthe species associated with Vaccinium, with specific
reference to Europe. Phytopathologia Mediterranea 53: 287-299.

MAHARACHCHIKUMBURA S.S.N., GUO L.D., CHUKEATIROTE E., BAHKALI
AH. & HYDE K.D., 2011 — Pestalotiopsis: morphology, phylogeny, biochemistry and
diversity. Fungal Diversity 50: 167-187

MANAMGODA D.S., HYDE K.D., BAHKALI A.H. & CAI L., (2011). Cochliobolus:
an overview and the current status of species. Fungal Diversity 51: 3-42.

MARTIN, W.H. (1930). Anual Report new jersey agricultural experiment station for the
year ending June 30. Plant Pathology, 44, 235-254.

NASCIMENTO, W.M. Produgdo de sementes de berinjela. In: IV CURSO SOBRE
TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE SEMENTES DE HORTALICAS, 4., 2004,
Brasilia. Palestras.Brasilia: Embrapa Hortalicas, 2004. CD-ROM

NGUYEN, L. T., SCHMIDT, H. A., VON HAESELER, A. & MINH, B. Q. (2015). IQ-
TREE: a fast and effective stochastic algorithm for estimating maximum-likelihood
phylogenies. Mol. Biol. Evol. 32:268-74.

NOLLA, J.A.B. (1929). The eggplant blight and fruit rot in Puerto Rico. The journal of
the Department of Agriculture of Porto Rico. 13, 35-37.

NYLANDER JAA, (2004). MrModeltest v2. Program distributed by the author.
Evolutionary Biology Centre, Uppsala University.

O’DONNELL, K; WARD, TJ; ROBERT, VA; CROUS, PW; GEISER, DM; KANG, S
(2015). DNA sequence-based identification of Fusarium: Current status and future
directions. Phytoparasitica 43: 583-595

PETRINI, O. (1991). Fungal endophytes of tree leaves. In Microbial Ecology of Leaves
ed. Andrews, J.H. and Hirano, S.S. pp. 179-197. New York: Spring-Verlag.

PORTER, R.P. (1943). Seed borne inoculum of Phomopsis vexans - its extent and effects.
The Plant Disease, Reporter, 27, 167-1609.

RAMBAUT A, DRUMMOND A, 2010. Tracer v. 1.4 Available at:
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer.



64

RAMBAUT, A. (2012). FigTree v1.4.0: Tree Figure Drawing Tool. Available:
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree.

RANGASWAMI, G. (1979). Diseases of crop plants in India (2nd ed., pp. 298-302).
New Delhi: Prentice-Hall of India Pvt. Ltd.

REIS, A.; BOITEUX, L.S; LOPES, C.A. Doengas da berinjela no Brasil. Brasilia:
Embrapa Hortaligas, 2011 (Circular Técnica (EMBRAPA)).

RIBEIRO, C.S.; BRUNE, S.; REIFSCHNEIDER, F.J.B. Cultivo da berinjela (Solanum
melongena L.). Brasilia: EMBRAPA-CNPH, 1998. 23p. (Instrucdo Técnica n°15).

ROSSMAN, A.Y., FARR, D.F. AND CASTLEBURY, L.A. (2007) A review of the
phylogeny and biology of the Diaporthales. Mycoscience 48, 135-144,

ROSSMAN, A.Y.; ADAMS, G.C.; CANNON, P.F.; CASTLEBURY, L.A.; CROUS,
P.W.; GRYZENHOUT, M.; JAKLITSCH, W.M.; MEJIA, L.C.; STOYKOV, D
UDAYANGA, D.; et al. Recommendations of generic names in Diaporthales competing
for protection or use. IMA Fungus 2015, 6, 145-154.

ROZAS, J., SANCHEZ-DELBARRIO, J.C., MESSEGUER, X. and ROZAS, R. (2003).
DnaSP, DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods.
Bioinformatics 19: 2496-2497.

SACCARDO, SYDOW (1899). Phoma vexans. Saccardo Syll. Fungi, 14:889.

SANTOS, L.; ALVES, A.; ALVES, R. Evaluating multi-locus phylogenies for species
boundaries determination in the genus Diaporthe. PeerJ 2017, 5, 1-26.

SCHNEIDER, H. Métodos de analise filogenética: um guia pratico., ed. 2, Sociedade
Brasileira de Genética, 2007, 200 p.

SCHOCH CL, SEIFERT KA, HUHNDORF S, ROBERT V, SPOUGE JL et al. (2012).
Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode
marker for Fungi. Proc Natl Acad Sci U S A 109:6241-6246.

SMITH C. O., (1905). Study of the diseases of some truck crops of Delaware. Delaware
Agricultural Experiment Station Bulletin, 70:16.

SMITH H, WINGFIELD MJ, COUTINHO TA, CROUS PW (1996). Sphaeropsis
sapinea and Botryosphaeria dothidea endophytic in Pinus spp. and Eucalyptus spp. in
South Africa. South African journal of botany, 62(2), 86-88

SPEGAZZINI C. (1881). Nova addend a ad mycologiam. Venetam. Atti, Soc. Crittog.
Ital., Ann 24:42-71.

STADEN, R.; BEAL, K.F.; BONFIELD, J.K. (1998). The Staden package. In:
MISENER, S.; KRAWETZ, S.A. (eds) Bioinformatics methods and protocols. Humana,
New York, p. 115-130.

Summerbell, R.C., Levesque, K.A., Seifert, et al. Microcoding: the second step in DNA
barcoding Philosophical Transactions of the Royal Society of London B, 360 (2005),
pp. 1897-1903.

SUNG G-H, SUNG J-M, HYWEL-JONES NL, et al. (2007). A multi-gene phylogeny of
Clavicipitaceae (Ascomycota, Fungi): identification of localized incongruence using a


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree

65

combinational bootstrap approach. Molecular Phylogenetics and Evolution 44: 1204-
1223.

TOOLE, E.H., WESTER, R.E., & TOOLE, V.K. (1941). The effect of fruit rot of
eggplant on seed germination. Journal of the American Society for Horticultural
Science, 38, 496-498.

UDAYANGA D, CASTLEBURY LA, ROSSMAN AY, CHUKEATIROTE E, HYDE
KD (2014). Insights into the genus Diaporthe: phylogenetic species delimitation in the
D. eres species complex. Fungal Diversity 67: 203-229.

UDAYANGA D, CASTLEBURY LA, ROSSMAN AY, HYDE KD (2014). Species
limits in Diaporthe: molecular re-assessment of D. citri, D. cytosporella, D.
foeniculina and D. rudis. Persoonia 32: 83-101.

UDAYANGA, D., LIU, X., MCKENZIE, E.H.C., CHUKEATIROTE, E., BAHKALI,
A.H.A. AND HYDE, K.D. (2011). The genus Phomopsis: biology, applications, species
concepts and names of common phytopathogens. Fungal Divers 50, 189-225.

UECKER, F.A. (1988). A world list of Phomopsis hames with notes on nomenclature,
morphology and biology. Mycol Mem, 13, 1-231.

VAIDYA, G., LOHMAN, D. J, AND MEIER, R. (2011). SequenceMatrix:
concatenation software for the fast assembly of multi-gene datasets with character
set and codon information. Cladistics. 27:171-180.

VISHUNAVAT, K. & KUMAR, S. (1993). Detection and transmission of seedborne
inoculum of Phomopsis vexans (Sacc. & Syd.) Harter. and the effect of infection on seed
quality in egg plant (Solanum melongena L.). Seed Research, 21, 66-71.

VOGLINO P, (1907). Intorno ad. un parassita dannoco al Solanum melongena.
Malpighia, 21:353-363

WHITE, T. et al. (1990). Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA
genes for phylogenetics. In: PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, eds.
Innis, Academic Press, Inc., New York, p. 315-322.

WIKEE S., CAI L., PAIRIN N., MCKENZIE E.H.C., SU Y.Y., CHUKEATIROTE E.,
THIH.N., BAHKALI A.H., MOSLEM M.A., ABDELSALAM K. & HYDE K.D., (2011
a). Colletotrichum species from Jasmine (Jasminum sambac). Fungal Diversity 46, 171-
182.

WIKEE S., UDAYANGA D., CROUS P.W., CHUKEATIROTE E., MCKENZIE
E.H.C., BAHKALI AH., DAI D.Q. & HYDE K.D., (2011b) — Phyllosticta — an
overview of current status of species recognition. Fungal Diversity 51: 43-61.

YANG, Q.; FAN, X.L., GUARNACCIA, V.; TIAN, C.M. High diversity
of Diaporthe species associated with dieback diseases in China, with twelve new species
described. MycoKeys 2018, 39, 97-149.

ZHANG Y, SCHOCH CL, FOURNIER J, CROUS PW, DE GRUYTER J,
WOUDENBERG JH, HIRAYAMA K, TANAKA K, POINTING SB, SPATAFORA
JW, HYDE KD (2009). Multi-locus phylogeny of the Pleosporales: a taxonomic,
ecological and evolutionary reevaluation. Stud Mycol 64:85-102.



Tabela 1. Primers utilizados neste estudo, detalhes das sequéncias e referéncias.
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Gene

Primers

Sequéncias

Referéncias

ITS

TEF

Tub-2

ACT

ITSS

ITS4

EF1- 728F

EF2- 986R

Bt2a

Bt2b

ACT-512F

ACT-783R

5-GGA AGTAAA AGTCGTAACAAGG-3’
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’
5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3
5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’
5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’
3’-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-5’

3’-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-5’

WHITE et al. (1990)

CARBONE & KOHN (1999)

GLASS & DONALDSON (1995)

CARBONE & KOHN (1999)

ITS, regido espacadora transcrita interna do rDNA; TEF, Sequéncia parcial do gene que codifica o fator de
alongamento da traducéo 1-a, Tub-2, sequéncia parcial do gene que codifica a B- tubulina e ACT, y-actina parcial.
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Tabela 2. Isolados fungicos coletados em &reas produtoras de berinjela (Solanum melongena L.) e
utilizados no presente estudo, cédigo do isolado, 6rgdo isolado, cidade/ estado e ano da coleta.ND = dado
ndo disponivel.

Isolado Orgao Isolado Cidade/ Estado Ano da Coleta
PIC 34 Caule 2021
PIC 35 Caule 2021
PIC 36 Caule 2021
PIC 37 Folha 2021
PIC 38 Folha 2021
PIC 39 Fruto 2021
PIC 40 Fruto 2021
PIC 41 Fruto 2021
PIC 42 Fruto 2021
PIC 44 Fruto 2021
PIC 45 Folha 2021
PIC 46 Folha 2021
PIC 47 Fruto 2021
PIC 48 Caule 2021
PIC 49 Folha 2021
PIC 50 Caule 2021
PIC 51 Folha 2021
PIC 54 ND 2021
PIC 70 Caule 2021
PIC 71 Folha 2021
PIC 72 Ramo 2021
PIC 73 Folha 2021
PIC 76 ND 2021
PIC 77 Fruto 2021
PIC 78 Fruto 2021
PIC 114 Folha Antonio Carlos- SC 2022
PIC 117 Folha Biguagu- SC 2022
PIC 119 Folha Biguagu- SC 2022

PIC 120 Folha Biguagu- SC 2022



PIC 123
PIC 137
PIC 138
PIC 139
PIC 157
PIC 162
PIC 164
PIC 166
PIC 174
PIC 177
PIC 178
PIC 180
PIC 181
PIC 182
PIC 183
PIC 184
PIC 185
PIC 208

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Fruto
Folha
Caule
Pedlnculo

Fruto
Ramo
Sépala
Ramo
Folha
Folha

(-) = néo especificado.

Biguagu- SC

2022
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
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Tabela 3. Comparacdo da capacidade genética das regifes gendmicas distinguirem espécies associadas a
Podriddo de Phomopsis da berinjela (Solanum melongena L).

Espécies ITS TEF TUB ACT

Boeremia sp. 1

Boeremia sp. 2

Cumuliphoma pneumoniae
Diaporthe endophytica

Diaporthe griceae

Diaporthe vexans

Stagonosporopsis sp.

Stagonosporopsis pogostemonis

Distinguiu outras espécies de Boeremia

N&o distinguiu outras espécies de Boeremia
Distinguiu outras espécies de Cumuliphoma
N&o distinguiu outras espécies de Cumuliphoma
Distinguiu outras espécies de Diaporthe

N&o distinguiu outras espécies de Diaporthe

Distinguiu outras espécies de Stagonosporopsis

N&o distinguiu outras espécies de Stagonosporopsis

Nenhum produto PCR

* Isolados ndo sdo agrupados
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Tabela 4. Quadro de andlise de variancia das variaveis isolados x métodos de inoculagdo de isolados em
fruto de berinjela (cv. Ciga).

FV GL QM
Métodos 1 0.2994 *
Isolado 3 0.0864"
Meétodo x isolado 3 0.0396"
Residuo 32 0.0364
Total 39

* Significancia a 0.05, GL: grau de liberdade e QM: quadrado médio.

Tabela 5. Diametro médio das lesdes associadas a inoculagdo dos patdgenos causadores da Podridao de
Phomopsis pelos métodos com e sem ferimento em frutos de berinjelas (cv. Cica).

ISOLADOS Meétodos
CF SF
PIC 78 20,19 a 20,92 a
PIC 77 1971a 9,97b
PIC 47 16,86 a 2,85b
PIC 40 12,25a 4,00 b
C.V. (%) 14,51%

CF: Com ferimento e SF: Sem ferimento. Médias seguidas da mesma letra, no sentido vertical, ndo diferem
significativamente entre si (P=0,05) pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Bruno Alves, 2023

Figura 1. Ensaios de patogenicidade de isolados dos patdgenos associados a Podriddo de Phomopsis em
frutos da berinjela (Solanum melongena). Frutos higienizados, secando (A), inoculacdo de frutos, com
ferimento (B) e cdmara Umida (C).



Boeremia sp PIC 35*
Boeremia sp PIC 47*
Boeremia sp PIC 51*
Boeremia sp PIC 177*
Boeremia sp PIC 40*
Boeremia sp PIC 185"
Boeremia sp PIC 180"
Boeremia sp PIC 73*
Boeremia sp PIC 71*

., Boeremia sp PIC 157*
Boeremia sp PIC 208"
Boeremia sp PIC 162*
B. coffeae CBS 109183

99.6/100/1

97.1/-- Na15./99- B. parva KNU NL4

B. parva KNU OL2
B. wisteriae MFLUCC 18 1562
B. rhapontica CBS 113651
B. pseudolilacis CBS 101207
935/97/1' B. pseudolilacis CBS 423 67
B. gilvescens CBS 101150
B. gilvescens PD98/213
B. opuli LC8118
B. opuli CGMCC 3 18354
B. trachelospermi CGMCC 3 18222
B. maritima MFLUCC 18 0411
B. populi CBS 100167
B. populi CBS 100168
B. heteromorpha CBS 443 94
B. heteromorpha CBS 101196
B. linicola CBS 116 76
92.7/98' B. linicola CBS 112 28
B.crinicola CBS 109 79
B. crinicola CBS 118 93
B. strasseri CBS 126 93
93.5/100/1 B. strasseri CBS 261 92
B. lilacis CBS 489 94

4.9 B. lilacis CBS 569 79

4-/.ﬂ!-

B. diversispora CBS 101194
B. diversispora CBS 102 80
B. noackiana CBS 100353
B. noackiana CBS 101203
B. telephii CBS 109175

B. telephii CBS 76073

, B. sambuci-nigrae CBS 109170

98.1/100/1

99.3/100/1

98.5/H.98

! B. sambuci-nigrae CBS 629 68

992/100/1 | B. foveata CBS 109176

82.2/-/.98 B. foveata CBS 200 37
B. hedericola CBS 366 91
B. hedericola CBS 367 91

99.1/97/-

99.2/100/1 B. lycopersici CBS 196 36
|— B. lycopersici CBS 378 67
B. Galiicola MFLUCC 15 0771
B. exigua CBS 101213
B. exigua CBS 100354

B. exigua CBS 101197
B. exigua CBS 43174

0.005

B. exigua CBS 141361
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Boeremia sp 1

Boeremia sp 2

B. coffeae
B. parva

B. wisteriae
B. rhapontica

B. pseudolilacis

B. gilvescens

B. opuli

B. trachelospermi
B. maritima

B. populi

B. heteromorpha
B. linicola

B. crinicola

B. strasseri

B. lilacis

B. diversispora
B. noackiana

B. telephii

B. sambuci-nigrae
B. foveata

B. hedericola

B. lycopersici
B. Galiicola

B. exigua

Figura 2. Maximum likelihood tree of the Boeremia species on eggplant was based on DNA sequences of
ITS, TUB, ACT and TEF gene. Numbers at the branches indicate support values (SH-aLRT (> 80)/ UFboot
(> 95) / BI-PP (>.95) with thickened branches indicating full support (SH-aLRT/ UFboot = 100 %; BI-PP
= 1). Ex-types are emphasized in bold. “*” indicates the isolate obtained in this study. Tree is rooted in the
midpoint. The scale bar indicates the estimated humber of substitutions per site.
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Figura 3. Maximum likelihood tree of the Cumuliphoma species on eggplant was based on DNA sequences
of ITS, TUB, ACT and TEF gene. Numbers at the branches indicate support values (SH-aLRT (> 80)/
UFboot (> 95) / BI-PP (>.95) with thickened branches indicating full support (SH-aLRT/ UFboot = 100 %;
BI-PP = 1). Ex-types are emphasized in bold. “*” indicates the isolate obtained in this study. The tree is
rooted to Nothophoma infossa CBS 123394 and Nothophoma infossa CBS 123395.The scale bar indicates
the estimated number of substitutions per site.
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D. endophytica GX30 3
95/97/1 D. endophytica PIC 44*
-4.95

[ |, D. endophytica cBS 133811 D. endophytica
95.4/96/1 5
S h o] D. em.io.pf.;ytlca KNU JJ 1809 -
e ;LD. actinidiae ICMP 13683 D. actinidiae
D. sojae FAU635 D. sojae
90.7/96/1 D. ovalispora CGMCC 3 17256 D. ovalispora

865199 | %8 D. absenteum LC3429 D. absenteum
99.5/100/1 D. unshiuensis CGMCC3 17569 D. unshiuensis
D. infertilis CBS 230 52 D. infertilis
D. batatas CBS 122 21 D. batatas
D. griceae PIC 117*
D. griceae PIC 48* D. griceae
99.9/100/1 D. griceae PIC 120"
D. griceae BRIP 67014a
SEoY D. vexans CBS 127 14
D. vexans PIC 78* D. vexans
D. vexans FAU597
99 3/100/1 ——— D. hordei CBS 481 92 D. hordei
i D. helianthi CBS 592 81 D. helianthi
D. megalospora CBS 143 27 D. megalospora
—— D. brasiliensis CBS 133183 D. brasiliensis
99.6/10011)| 96 9/99/1 L D. caatingaensis CBS 141542 D. caatingaensis
D. biguttulata ZJUDAT D. biguttulata
D. alangii CFCC 52556 D. alangii
41 D. ambigua CBS 114015 D. ambigua
8681001 D- angelicae CBS 111592 D. angelicae
9499/1|— D- subordinaria CBS 464 90 D. subordinaria
853H1| | - D. cucurbitae CBS136 25 D. cucurbitae
ST b, gulyae MF Ha 17 042 D. gulyae
%351 L D, stewartii CBS193 36 D. stewartii
98.7H- D. cichorii MFLUCC 17 1023 D. cichorii
292110011 D. arctii CBS 139280 D. arctii
D. neoarctii CBS 109490 D. neoarctii
D. cuppatea CBS 117499 D. cuppatea
D. lusitanicae CBS 123212 D. lusitanicae
a4 600 D.acericola MFLUCC 17 0956 D. acericola
99.9/100/1 l—[— D. schoeni MFLU 15 1279 D. schoeni
| p, pseudolongicolla PL42 D. pseudolongicolla
s ] D. amaranthophila MAFF 246900 D. amaranthophila
D. beilharziae BRIP 54792 D. beilharziae
00 {5 infecunda CBS 133812 D. infecunda

Figura 4. Maximum likelihood tree of the Diaporthe species on eggplant was based on DNA sequences of
ITS, TUB and TEF gene. Numbers at the branches indicate support values (SH-aLRT (> 80)/ UFboot (>
95) / BI-PP (>.95) with thickened branches indicating full support (SH-aLRT/ UFboot = 100 %; BI-PP =
1). Ex-types are emphasized in bold. “*” indicates the isolate obtained in this study. Tree is rooted in the
midpoint. The scale bar indicates the estimated number of substitutions per site.



S. inoxydabilis CBS 425 90
S. inoxydabilis MF 9 239

S. rudbeckiae CBS 109180
S. tanaceti CBS 131484

S. tanaceti CBS 131485

S. chrysanthemi CBS 137 96
S. chrysanthemi CBS 500 63

S. artemisiicola CBS 102636
829/-/- S. actaeae CBS 105 96
92.4/99/.98 S. actaeae CBS 106 96
82.3/100/.99

S. dennisii CBS 135 96

836/ S. dennisii CBS 631 68

8271 -/99/1
96/100/1

80.4/-1-

88.4/-/-

96/100/ 1

971

S. oculo-hominis CBS 634 92
S. trachelii CBS 379 91
S. vannaccii PHB11
S. vannaccii PHBS
S. nemophilae CBS 249 38
S. nemophilae CBS 715 85
S. rhizophila CGMCC 3 19852
S. valerianellae CBS 273 92
S. valerianellae CBS 329 67
99.71100/1; S. ajacis CBS 176 93
S. ajacis CBS 177 93
L| 99.4/10011, S. hortensis CBS 104 42
S. hortensis CBS 572 85
S. lupini CBS 101494
S. Iuplnl CBS 375 84
/la CBS 130003
aslragall CBS 178 25
S. pedicularis-striatae ZHKUCC 22 0167
S. ailanthicola CBS140554

97/-H

828111

02
S. ailanthicola MFLUCC 16 1439
S. malaiana YMF1 05087
S. bomiensis CGMCC 3 18366
S. papillata CGMCC 3 18367
S. bomiensis LC 8168
S. papillata LC 8171
S. weymaniae CBS 144959
99.8/100 S. dorenboschii CBS 320 90
1 S. dorenboschii CBS 426 90
S. loticola CBS 562 81
S. loticola CBS 563 81
S. pini MFLUCC 18 1549
99.8/100/1, S. andigena CBS 101 80
S. andigena CBS 285 81

95/99/1, S. crystalliniformis CBS 713 85
S. crystalliniformis CBS 771 85

914/97/-, S. caricae CBS 248 90
-/971.98 S. caricae CBS 282 76
S. citrulli CBS 214 65
S. citrulli FLAS-F-58996

S. cucurbitacearum CBS 133 96

S. cucurbitacearum CBS 109171
S. cucumeris CBS 386 65
S. cucumeris OM rot 02
Stagonosporopsis sp PIC 72*
Stagonosporopsis sp PIC 77*
S. pogostemonis ZHKUCC 21 0001
S. pogostemonis 8
S. pogostemonis PIC 138"

S. pogostemonis CMY6 3
N S. bungei YMF1 05092
S. heliopsidis CBS 109182
S. helianthi CBS 155 90
s0=—"'S. helianthi CBS 200 87

S. inoxydabilis
S. rudbeckiae
S. tanaceti

S. chrysanthemi
S. artemisiicola
S. actaeae

S. dennisii

S. oculo-hominis
S. trachelii

S. vannaccii
S. nemophilae

S. rhizophila
S. valerianellae

S. ajacis
S. hortensis

S. lupini
S. sambucella
S. astragali/pedicularis-striatae

S. stuijvenbergii/ailanthicola
S. malaiana

S. papillata/bomiensis

S. weymaniae

S. dorenboschii

S. loticola
S. pini

S.andigena

S. crystalliniformis

S. caricae

S. citrulli

S. cucurbitacearum
S. cucumeris
Stagonosporopsis sp

S. pogostemonis

S. bungeiana
S. heliopsidis

S. helianthi
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Figura 5. Maximum likelihood tree of the Stagonosporopsis species on eggplant was based on DNA
sequences of ITS, TUB and TEF gene. Numbers at the branches indicate support values (SH-aLRT (> 80)/
UFboot (> 95) / BI-PP (>.95) with thickened branches indicating full support (SH-aLRT/ UFboot = 100 %;
BI-PP = 1). Ex-types are emphasized in bold. “*” indicates the isolate obtained in this study. Tree is rooted
in the midpoint. The scale bar indicates the estimated number of substitutions per site.
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CAPITULO Il

Busca em germoplasma de berinjela por fontes de resisténcia de amplo
espectro contra dois patdgenos associados com a mancha foliar de
Phomopsis no Brasil
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RESUMO

Fungos produtores de picnidios induzem um complexo de doencas (coletivamente
denominadas de podriddao de Phomopsis) que envolvem manchas foliares, podriddes de
frutos e podriddo de caule e ramos em berinjela (Solanum melongena L.). O fungo
Diaporthe vexans tem sido historicamente reportado como sendo o0 agente causal dessas
doengas. No entanto, a etiologia destas enfermidades foi recentemente esclarecida nas
condicdes brasileiras, sendo induzidas por um complexo de espécies fungicas. O hibrido
‘Ciga’ (liberado como resistente ao fungo D. vexans) e outras cultivares tém se mostrado
suscetiveis para diferentes membros desse complexo em condi¢Ges de campo. Neste
contexto, o presente estudo buscou identificar fontes de resisténcia genética efetivas
contra dois dos principais agentes causais da doenca (identificados como Boeremia sp.1
e Diaporthe griceae) em uma colecao de germoplasma de berinjela. A resposta foliar aos
dois patogenos foi avaliada atraves da estimativa da severidade da doenca a partir de um
conjunto de diagramas de area padrdo (SADs) com oito valores variando de 0,5 a 32% de
area foliar lesionada. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial duplo (61 cultivares x 2 isolados). Os dados de
severidade foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). N&o houve diferenca nos niveis de severidade de sintomas induzidos pelos
dois patdgenos testados. Os acessos CNPH 119, CNPH 116, CNPH 125, CNPH 121,
CNPH 407, CNPH 006, CNPH 410, CNPH 218, CNPH 737 e ‘Cica’ apresentaram o0s
maiores niveis de resisténcia aos dois patdgenos. Por sua vez, os acessos CNPH 071,
CNPH 057, CNPH 050 e CNPH 052 se mostraram mais suscetiveis. Respostas do tipo
patdgeno-especificas foram também observadas no acesso CNPH 095 em resposta a
inoculacdo por Boeremia sp. 1 (isolado PIC 73) com AACPD = 112,87 e no acesso CNPH
062 em resposta a inocula¢do com D. griceae (isolado PIC 117), com AACPD = 42,58.
Os acessos CNPH 058, CNPH 098, CNPH 067, CNPH 066, CNPH 099, CNPH 056 e
CNPH 112 apresentaram niveis intermediarios de resisténcia, independente do isolado do
patdégeno. A identificagdo de materiais genéticos contrastantes em resposta aos dois
fungos vai permitir o desenvolvimento de populagdes segregantes visando identificar o
controle geneético dos niveis elevados de resisténcia detectados em alguns acessos. A
informagdo gerada neste estudo pode, portanto, facilitar o desenvolvimento de cultivares

com resisténcia multipla contra os dois patdgenos.

Palavras-Chaves: Boeremia sp. 1; Diaporthe griceae; Agentes Causais; Melhoramento
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ABSTRACT

Pycnidia-producing fungi induce a complex of diseases (collectively called
Phomopsis rot) that involve leaf spots, fruit rots and stem and branch rots in eggplant
(Solanum melongena L.). The fungus Diaporthe vexans has historically been reported to
be the causal agent of these diseases. However, the etiology of these diseases was recently
clarified under Brazilian conditions, being induced by a complex of fungal species. The
hybrid ‘Cica’ (released as resistant to the fungus D. vexans) and other cultivars were
found susceptible to different members of this complex under field conditions. In this
context, the present study sought to identify sources of effective genetic resistance against
the two main causal agents of the disease (identified as Boeremia sp.1 and Diaporthe
griceae) in a collection of eggplant germplasm. Leaf response to the two pathogens was
evaluated by estimating disease severity from a set of standard area diagrams (SADs)
with eight values ranging from 0.5 to 32% of injured leaf area. The experiment was
conducted in a completely randomized design, in a double factorial scheme (61 cultivars
X 2 isolates). Severity data were used to calculate the area under the disease progress
curve (AACPD). The levels of symptom severity induced by the two pathogens were
similar. The eggplant accessions CNPH 119, CNPH 116, CNPH 125, CNPH 121, CNPH
407, CNPH 006, CNPH 410, CNPH 218, CNPH 737, and Cica displayed higher levels of
resistance to both pathogens. In turn, the accessions CNPH 071, CNPH 057, CNPH 050
and CNPH 052 were more susceptible. Pathogen-specific reactions were also observed in
the accession CNPH 095 that displayed a susceptible response to Boeremia sp. 1 (isolate
PIC 73) with AACPD = 112.87 and accession CNPH 062 in response to inoculation with
D. griceae (isolate PIC 117), with AAACPD = 42.58. Accessions CNPH 058, CNPH 098,
CNPH 067, CNPH 066, CNPH 099, CNPH 056 and CNPH 112 displayed intermediate
levels of resistance, regardless of the pathogen isolate. The identification of contrasting
genetic materials in response to the two fungi will allow the development of segregating
populations aiming to identify the genetic control of the high levels of resistance detected
in some accessions. Our information will facilitate the development of cultivars with

multiple resistance against the two pathogens.

Keywords: Boeremia sp. 1; Diaporthe griceae; Causal Agents; Breeding
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INTRODUCAO

Os trabalhos de melhoramento genético de berinjela (Solanum melongena L.)
tiveram inicio no Brasil na década de 1940 no Instituto de Genética da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de S&o Paulo (ESALQ/USP) sob a
lideranca do Professor Marcilio de Souza Dias. Esses possibilitaram a consolidacéo
comercial do hibrido F-100 na década de 1970 (BOITEUX et al. 2016). Os primeiros
produtores de berinjela na década de 1960 utilizavam predominantemente cultivares de
polinizacdo aberta (IKUTA 1969). A introducdo do hibrido F-100 na década de 1970
abriu espaco para o desenvolvimento posterior de outros hibridos, como Super F-100, F-
1000, Népoli e Cica, iniciando o dominio dos hibridos no mercado brasileiro e
diminuindo nitidamente a amplitude de variacdo sazonal de preco desta olericola no
mercado brasileiro (IKUTA 1969, ANTONINI et al., 2002).

Ainda na década de 1970, foi estabelecido o programa de melhoramento genético
de berinjela do Instituto Agrondémico-IAC de Campinas (BOITEUX et al. 2016).
Posteriormente, em 1984 com a transferéncia das linhagens de berinjela resistentes a
antracnose da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro a Embrapa-Hortalicas, uma
colecdo de germoplasma de berinjela foi estabelecida e hoje conta com cerca de 280
acessos. Esses acessos vieram de 30 fontes diferentes (empresas privadas, universidades
estrangeiras e nacionais, cole¢fes de germoplasma, etc.) em mais de 15 paises. Espécies
de solanéceas representadas na colecdo incluem S. melongena. S. torvum. S. integrifolium,
S. aethiopicum, S. toxicarium, S. abutiloides e S. muricatum. A colegdo contém Vvarios
acessos, que apresentam resisténcia a um ou mais variantes de alguns dos principais
patdgenos. Fontes de resisténcia (parcial ou completa) foram registradas para o0s seguintes
patégenos: Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium spp., Phomopsis sp., Ralstonia
solanacearum (Pseudomonas solanacearum) e Verticillium dahliae (RIBEIRO &
REIFSCHNEIDER 1997, 1999).

A berinjela € uma cultura bastante rustica, sendo mais tolerante a doengas que
outras olericolas da familia Solanaceae, como o tomate, a batata e o pimentdo. Entretanto,
algumas doencas podem ser limitantes ao seu cultivo, caso medidas adequadas de
controle ndo sejam utilizadas (BOITEUX et al., 2010). A podriddo-de-Phomopsis é uma
das doencas foliares mais comuns, afetando tambem caules e frutos da berinjela
(HARTER 1914; HOWARD & DESROSIERS 1941; ISLAM et al. 2010; PANDEY et

al. 2002). A doenca é transmitida por sementes e afeta toda a parte aérea da planta
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(BOITEUX etal., 2010). No inicio do desenvolvimento da doenca, os sintomas nas folhas
se mostram como pequenas lesdes (mais ou menos circulares) de cor amarelo-oliva,
tornando-se posteriormente acastanhadas, com margem irregular e enegrecida (PAWAR
& PATEL, 1957). Nos caules e ramos formam-se lesGes alongadas, marrom-escuras,
normalmente contendo picnidios. Quando ocorre o anelamento do caule, observa-se
murcha e seca e a planta ou ramo pode tombar facilmente (EDGERTON & MORELAND,
1921; PAWAR & PATEL, 1957; SHERF & MACNAB, 1986). Os picnidios se
desenvolvem prontamente nas lesdes de caules jovens, mas raramente em caules mais
velhos (HARTER, 1914). Nos frutos, os sintomas aparecem inicialmente como
minUsculas lesdes acinzentadas e profundas com um halo acastanhado, que
posteriormente aumentam e coalescem, produzindo anéis concéntricos de zonas amarelas
e marrons. Estas lesdes aumentam de tamanho e formam grandes areas podres nas quais
0s conidiomas muitas vezes se desenvolvem concentricamente, cobrindo a maior parte da
superficie podre do fruto. A incidéncia e o desenvolvimento da doenca sdo mais
prevalentes em condi¢des quentes e imidas. A maxima germinacdo de esporos ocorre a
27°C com maior formacao de picnidios entre 30°C e 35°C (PAWAR & PATEL, 1957).

Um extenso trabalho de melhoramento genético para resisténcia a Mancha de
Phomopsis em berinjelas foi realizado com sucesso na Flérida, EUA (DECKER, 1946;
1947; 1948; 1949), india (KALDA et al., 1976; DATAR & ASHTAPUTRE, 1988;
PANDEY et al., 2002), China (REN & ZHANG, 1993; LIU, 1998) e Brasil
(REIFSCHNEIDER et al., 1993). Duas cultivares parcialmente resistentes a doenca
(‘Florida Market’ e ‘Florida Beauty’) foram langadas no final da década de 1940 pelo
programa de melhoramento genético da “Florida Agricultural Experiment Station”
(DECKER, 1951). No inicio da década de 1990, no Brasil foi lancado o hibrido Cica que
confere resisténcia a Diaporthe vexans e Colletotrichum spp. (RIBEIRO &
REIFSCHNEIDER, 1999). O desenvolvimento desse hibrido iniciou-se em 1986, na
Embrapa Hortaligas, Brasilia, DF. Ele € um hibrido simples originario do cruzamento
entre o acesso ‘CNPH 006°, resistente a antracnose, ¢ ‘CNPH 110°, linhagem resistente
a Phomopsis. A fonte de resisténcia a antracnose foi fornecida pela Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A resisténcia tanto a antracnose quanto a Mancha- de-
Phomopsis é monogénica dominante. Desta forma, a geragdo F1 obtida do cruzamento
entre as linhagens comporta-se como resistente as duas doengas (REIFSCHNEIDER et
al., 1993; EMBRAPA HORTALICAS, 2003).
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A etiologia da doenca tem sido atribuida ao fungo Diaporthe vexans (REIS et al.,
2011). Entretanto, recentemente, observou-se que a doenca é de etiologia complexa,
envolvendo vérias espécies de fungos (Coelomycetes), produtores de picnidios (capitulo
2 desta dissertacdo). Foram identificados fungos dos géneros Boeremia,
Stagonosporopsis, Cumuliphoma e outras espéecies de Diaporthe associados aos sintomas
da Podriddo de Phomopsis.

Apesar de o hibrido Ciga e outros hibridos comerciais de berinjela plantados no
Brasil serem considerados resistentes a Diaporthe vexans, em condi¢cfes favoraveis a
doenca, tem-se observados severos ataques em plantios comerciais da cultura nas diversas
regides produtoras do Brasil. Isto pode ser explicado pelo fato, agora conhecido, de que
a doenca ¢ de etiologia complexa. Por isso ha a necessidade da busca de novas fontes de
resisténcia aos novos patdgenos causadores da doenca.

A partir do esclarecimento da etiologia da doenca (Capitulo 2), o presente trabalho
buscou selecionar fontes de resisténcia de amplo espectro contra dois dos patégenos
causadores da Mancha de Phomopsis (Boeremia sp. 1 e Stagonosporopsis sp) a partir do

banco de germoplasma de berinjela da Embrapa Hortalicas, localizada em Brasilia-DF.

MATERIAL E METODOS

Acessos de berinjela avaliados e condicGes experimentais — Para avaliacdo de possiveis
fontes de resisténcia a dois dos patdgenos associados com a Mancha de Phomopsis, foram
utilizados 61 gendtipos/acessos de berinjela, esses mantidos no Banco de Germoplasma
da Embrapa Hortalicas (Tabela 1). Os experimentos foram conduzidos em casa de

vegetacdo e em laboratorio.

Preparo do inoculo — Neste ensaio, dois isolados foram selecionados para conducéo dos
testes de selecdo de fontes de resisténcia. O (PIC 73) identificado como Boeremia sp. 1 e
(PIC 117) identificado como Stagonosporopsis sp. A selecdo destes isolados foi feita
baseada no agente causal e na regido geografica dos mesmos. Discos de micélio com 0,5
cm de diametro foram transferidos para o centro de placas de Petri, contendo meio agar-
agua suplementadas com pequenos ramos de caule da alfalfa (Medicago sativa)
esterilizados (UDAYANGA D. et al., 2014). Estas foram acondicionadas em camara de
crescimento — BOD sob temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12h de luz

ultravioleta para promover a esporulagdo durante 10 dias. Apds este periodo, foi
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adicionado a cada placa, 10 mL de agua destilada esterilizada e, com o auxilio de uma
escova de cerdas macias, a superficie do meio foi raspada. A suspenséo obtida foi filtrada
através de uma dupla camada de gaze (MENEZES; SILVA-HANLIN, 1997). A
concentracdo de conidios na suspensao foi estimada com auxilio de uma camara de
Neubauer. O inéculo foi preparado na concentragdo de 2 x 10* conidios/ml de agua

destilada esterilizada

Producdo de mudas e inoculacdo — Mudas de 61 cultivares de berinjela foram
produzidas em bandejas de poliestireno expandido de 128 células, preenchidas com
substrato (Bioplant Plus®). Apds a semeadura, as bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo e submetidas a irrigacOes diérias, duas vezes ao dia. Com 30 dias, as mudas
foram transplantadas para vasos plasticos de 1 L, contendo solo esterilizado. Apds o
transplante, quando as mudas tinham quarenta dias de idade, a inoculacdo foi feita
pulverizando-se a parte aérea das plantas até o inicio do escorrimento da suspensdo. As
plantas foram mantidas em camara Umida por 48 horas e depois em casa de vegetacao
(Figura 1). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial duplo (61 cultivares x 2 isolados), com 3 repeticbes
constituidas por um vaso com duas plantas. As avaliacGes foram realizadas 15 dias apés
a inoculacdo e se estenderam por 3 semanas. Através dos critérios estabelecidos por
CORREIA, K.C. et al. (2017), onde um conjunto de diagramas de area padrdo (SADS)
com oito valores de severidade variando de 0,5 a 32% de LAD (area foliar doente)
representadas em diagramas em preto e branco, estimou-se a area lesionada da mancha
de Phomopsis nos acessos de berinjela (Figura 2). Ao final do experimento (35 dias
apos a inoculacdo), foram coletadas folhas das parcelas que continham os dois patdgenos
(Isol. PIC 73 e PIC 117) e essas foram levados ao laboratério de Fitopatologia, para
isolamento direto e confirmacdo de que os sintomas nas plantas estavam sendo causados
pelos patdgenos inoculados. Dessa forma, confirmou-se a presenca dos fungos nos

gendtipos avaliados.

Avaliacdo — Os dados de severidade da doenca foram utilizados para o célculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL & MADDEN, 1990),
que corresponde a integracGes numéricas da proporcao de area lesionada versus tempo.
Para os dados da AACPD, foram testados, inicialmente, os pressupostos da analise de
variancia individual para cada isolado (PIC 73 e PIC 117). A principio, foram realizados

os testes de aditividade dos dados, normalidade dos erros e homogeneidade das
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variancias. Os dados de AACPD foram transformados em log(x) para atender os
pressupostos da analise. Ndo havendo nenhuma restri¢éo as pressuposicées da analise da
variancia, essas foram realizadas de acordo com os respectivos modelos estatisticos.
Posteriormente, foi realizada uma andlise de variancia conjunta, envolvendo os dois
isolados. As analises foram feitas no programa R (pacote easyanova). As médias dos

tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

RESULTADOS

Na identificacdo e selecdo de genotipos de berinjela (Solanum melongena L.)
visando resisténcia a Mancha de Phomopsis, os resultados da andlise de variancia
individual para os dados da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), para
cada isolado dos patégenos associados a doenca, evidenciaram, pelo teste F, diferencas
significativas para a interacdo entre gendtipos x isolados (P<0,05), (Tabela 2). Quanto a
analise de variancia conjunta para os dados da AACPD, envolvendo os dois fatores (PIC
73 e PIC 117), constataram-se diferencas significativas (P<1) para as fontes de variacao
acessos e interacao acessos e isolados.

A AACPD da doenga obtida em ambos os experimentos foi eficiente para
discriminar os acessos quanto a sua resisténcia (Tabela 3). Independente dos isolados,
foi observada diferenca significativa entre os acessos avaliados. Para o isolado Pic 73 os
acessos de berinjela foram agrupados em 4 niveis (classes) de resisténcia, sendo 41
acessos (59,01%) classificados como resistentes, 13 acessos (21,31%) classificados como
moderadamente resistentes, seis acessos (9,83%) classificados como suscetiveis e um
acesso (1,64%) altamente suscetivel. Para o isolado Pic 117 os acessos foram agrupados
em dois niveis de resisténcia, sendo 51 acessos (83,60%) considerados resistentes e dez
(16,40%) suscetiveis.

Observou-se que 0s acessos que demonstraram ser mais resistentes aos patdgenos
associados com a Mancha de Phomopsis, causada por ambos os isolados, foram o0 CNPH
119, CNPH 116, CNPH 125, CNPH 121, CNPH 407, CNPH 006, CNPH 410, CNPH
218, CNPH 737 e Ciga, enquanto os mais suscetiveis foram os acessos CNPH 071, CNPH
057, CNPH 050 e CNPH 052. Analisando os isolados individualmente, o acesso CNPH
095 foi 0 mais suscetivel para o PIC 73, alcangado maior valor de AACPD (112,87),
enquanto o PIC 117 teve o acesso CNPH 062 como sendo o mais suscetivel, com
AAACPD (42,58). Os acessos CNPH 058, CNPH 098, CNPH 067, CNPH 066, CNPH
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099, CNPH 056 e CNPH 112 comportaram-se como intermediarios, independente do

isolado dos patdgenos associados a doenga.

DISCUSSAO

A cultura da berinjela (Solanum melongena L.) é suscetivel a estresses bidticos e
abioticos durante diferentes estagios de desenvolvimento. Entre os agentes bioticos, os
patdgenos flngicos sdo os principais responsaveis pela diminuicdo do rendimento da
colheita dos frutos (MAHADEVAKUMAR & JANARDHANA 2016). Os patogenos
utilizados na selecdo de fontes de resisténcia deste trabalho, fazem parte de um novo
relato de um complexo de espécies causando sintomas da Mancha de Phomopsis em
berinjela no Brasil (Capitulo 2 desta dissertacao).

Vérios métodos tém sido utilizados para o controle da Mancha de Phomopsis,
incluindo rotacdo de culturas, tratamento com fungicidas e uso de variedades resistentes
(KALDA etal., 1976; KALDA, 1977; MAHADEVAKUMAR & JANARDHANA 2016;
NABI et al., 2022). Extensos programas de melhoramento genético para resisténcia a
Mancha de Phomopsis em berinjela foram conduzidos na Flérida — EUA (DECKER,
1946; 1947; 1948; 1949), india (KALDA et al., 1976; DATAR & ASHTAPUTRE, 1988;
PANDEY et al., 2002), China (REN & ZHANG, 1993; LIU, 1998) e Brasil
(REIFSCHNEIDER et al., 1993). O que se sabe é que variedades que carregam genes
unicos ou principais ndo apresentam resisténcia duravel devido a réapida evolucdo dos
patétipos virulentos. Sendo assim, esforcos continuos estdo sendo feitos para encontrar
novas fontes de resisténcia, visando o desenvolvimento de variedades resistentes
(CRUTE, NORWOOD, & GORDON, 1985; SAHA et al, 2020, 2016;
SIVASITHAMPARAM, BARBETTI, & LI, 2005; STUTHMAN, LEONARD, &
MILLER-GARVIN, 2007; ZHANG, PELGROM, NIKS, VISSER, & JEUKEN, 2009).

A obtencdo de um cultivar resistente ndo é tdo simples quanto a sua utilizacdo
pelo agricultor. A principio, sdo identificadas as fontes de resisténcia. Posteriormente, a
resisténcia deve ser incorporada no cultivar de interesse. No final, devem ser tracadas
estratégias para que essa resisténcia seja duravel. Para obtencdo do material resistente,
deve-se primeiramente identificar fontes de resisténcia em acessos da cultura ou em
acessos de espécies relacionadas, para em seguida tentar incorporar a caracteristica de

interesse ao cultivar. Na identificacdo das fontes de resisténcia, pode-se utilizar métodos
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de inoculacdo artificiais em condi¢des controladas ou realizar o experimento em areas
com historico de infeccdo, e a avaliagdo da severidade e/ou incidéncia da doenca. A
selecdo de acessos resistentes deve ser feita comparando-se com o comportamento da
cultivar suscetivel (LIMA et al., 2005).

Nos ensaios testados nesse estudo, foram observadas diferencas na frequéncia de
plantas resistentes dentre os 61 acessos testados, indicando uma certa variabilidade
genética no germoplasma avaliado para os dois isolados, PIC 73 (Boeremia sp. 1) e PIC
117 (Diaporthe griceae). Entretanto, apesar de néo ter sido detectado nenhum acesso com
reacdo de imunidade, a maioria deles apresentaram altos niveis de resisténcia foliar aos
dois patdgenos (67,22 % de acessos resistentes para Boeremia sp. e 83,60% de acessos
resistentes para D. griceae).

Embora sejam duas espécies de fungo distintas e existirem diferencas genéticas
em componentes de agressividade e viruléncia em cada isolado, ndo foram observados
contrastes quanto a severidade entre Boeremia sp. 1 e Diaporthe griceae. Os acessos A34
- University of the Philippines (CNPH 071), Black Bell (CNPH 057), Hibrido Super F-
100 (CNPH 050) e Hibrido Black Pride (CNPH 052) se comportaram como mais
suscetiveis independente das espécies em estudo, justamente por resultarem em maiores
valores médios de severidade. Padrdes diferencias foram notadas para dois acessos em
cada isolado. O acesso A273 - University of the Philippines (CNPH 095), que se
comportou como mais suscetivel a Boeremis sp. 1 (PIC 73) e o acesso Florida Market
selecdo Cook’s- Dessert Seed Co. (CNPH 062) que se comportou como mais suscetivel
a Diaporthe griceae (PIC 117). Esses, ao longo das avaliagdes, obtiveram notas
crescentes quanto ao percentual de area foliar doente (%), 0 que resultou nas altas médias
de severidades para cada isolado testado.

Por sua vez, 0s acessos Baluroi Hibrido — Royal Sluis (CNPH 119), Solara Hibrido
— Royal Sluis (CNPH 116), Ichiban Hibrido - Petoseed (CNPH 125), Lange Violette —
Royal Sluis (CNPH 121), Nanton-Nasu, China (CNPH 407), Linhagem derivada da cv.
Campinas da Agroflora (CNPH 006), Ceylon-France (CNPH 410), Berinjela Branca
(CNPH 218) ¢ EG 190 “SM 6 - 6” - india (CNPH 737) e o Hibrido que até entdo é
resistente a Phomopsis vexans (Ciga), se comportaram como mais resistentes aos dois
novos patdgenos associados a Mancha de Phomopsis da berinjela.

A severidade da doenga, ou a proporcéao da area de tecido do hospedeiro afetada
pela doenca (NUTTER et al. 1991), € uma variavel importante a ser obtida na avaliacéo

da intensidade da Mancha foliar de Phomopsis para estudos que envolvam decisfes de
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manejo da doenca, avaliacdo de perda de rendimento e avaliagdo de germoplasmas
resistentes. As estimativas visuais sdo 0 método mais comum para obter dados de
severidade da doenga (BOCK et al. 2010). A partir do esclarecimento da etiologia da
doenca (Capitulo 2), o presente trabalho buscou selecionar fontes de resisténcia de amplo
espectro contra dois dos patdégenos causadores da Mancha de Phomopsis no banco de
germoplasma de berinjela da Embrapa Hortaligas, localizada em Brasilia-DF. As anélises
envolvendo a interacdo acessos X isolados, de modo geral, ndo causaram variagoes
exorbitantes quanto a severidade da Mancha de Phomopsis. Essa baixa variacdo pode
estar relacionada a senescéncia foliar precoce e a desfolha severa causada pela doenca
(CONN, 2006).

CONSIDERACOES FINAIS

Estudos que visem a reducdo no custo de producdo para os agricultores sdo de
suma importancia, tendo em vista que tratando especificamente da berinjela, a mesma é
uma hortalica fruto que vem ganhando espaco dentre as hortalicas de maior importancia
econdmica. A criacdo da resisténcia é a abordagem mais eficaz para superar os problemas
de manejos como as doengas usando tecnologia avangada. Neste contexto, o presente
estudo é a primeira tentativa de selecionar fontes de resisténcia contra os dois novos

agentes causadores da Mancha de Phomopsis da berinjela no Brasil.

A identificacdo de materiais genéticos contrastantes em resposta aos dois fungos
vai permitir o desenvolvimento de populagdes segregantes visando identificar o controle
genético dos niveis elevados de resisténcia detectados em alguns acessos. A informacao
gerada aqui pode, portanto, facilitar o desenvolvimento de cultivares com resisténcia

maltipla contra os dois patégenos.
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Figura 1. Vista geral do ensaio de resisténcia de acessos de berinjela a isolados de Boeremia sp.
e Stagnosporopsis sp.: Mudas com 10 dias ap6s semeadura (A), plantas ap6s 40 dias de nascimento
(B), inoculacgdo (C) e submissao a cdmara umida (D).

S
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Figura 2. Conjunto de diagramas de area padrao para avaliacdo da severidade da queima foliar

de Phomopsis em berinjela. Os nimeros nos diagramas representam a porcentagem (%) de area
foliar com sintomas necroticos da doenca (CORREIA, K.C. et al, 2017).

Fonte: Bruno Alves, 2023



Tabela 1. Acessos de berinjela (Solanum Melongena L.) utilizados no presente estudo.

ACESSOS Informac6es N°
CNPH 006 Linhagem derivada da cv. Campinas da 1
Agroflora, parental feminino de Ciga
044 Cultivar Embu - Agroflora 2
047 Cultivar Santa Genebra- Agroflora 3
048 Hibrido Prelane - Vilmorin 4
050 Hibrido Super F-100 - ESALQ 5
051 Long Purple - Agroceres 6
052 Hibrido Black Pride — Niagara Seeds 7
053 Black Beauty - 8
056 Blacknite - Petoseed 9
057 Black Bell 10
058 Hibrido 465 Classic — Harris Seeds 11
059 Berinjela branca 12
060 Meio Comprida Campineira Honjo 13
062 Florida Market selecdo Cook’s- Dessert 14
Seed Co.
063 Hibrido F-100 15
066 P12-INRA 16
067 P18-INRA 17
069 AB - University of the Philippines 18
070 A13 - University of the Philippines 19
071 A34 - University of the Philippines 20
072 AT7 - University of the Philippines 21
075 A180 - University of the Philippines 22
079 A239 - University of the Philippines 23
093 A271 - University of the Philippines 24
095 A273 - University of the Philippines 25
098 A275 - University of the Philippines 26
099 A276 - University of the Philippines 27
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107
108
109
112
113
114
116
118
119
121
122
124
125
127
128
218
407
408
410
608
609
612

613

624
625
684

685

DNESTROVEC WIR 768 - URSS
STOJKIJ 740 WIR 912 - URSS
UNIVERSAL 6 WIR 929 - URSS
Avan Hibrido - Vilmorin

Prélane Hibrido - Vilmorin

De Barbentane - Vilmorin

Solara Hibrido — Royal Sluis
Florida High Bush — Royal Sluis
Baluroi Hibrido — Royal Sluis
Lange Violette — Royal Sluis

Gator - Asgrow

Hibrido Misson Bell — Petoseed, USA

Ichiban Hibrido - Petoseed

P88/83, China

P 103/83 Pompano Market
Berinjela Branca

Nanton-Nasu, China

Dingaras Multiple Purple, Filipinas
Ceylon-France

Tamita - Japdo

Kokutei - Japao

Solanum melongena L.,
Botanicus/Holanda

Solanum melongena L.,
Botanicus/Holanda

Diamante Negro hibrido - Hortec

Napoli hibrido - Agroflora

Hortus

Hortus

NA-S-33- Universidad Politecnica de

Valencia - Espanha

NA-S-25- Universidad Politecnica de

Valencia - Espanha

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

50

51
52
53

54
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688 MU-S-1- Universidad Politecnica de 55
Valencia - Espanha

735 EG 197 “Local 17- Iindia 56
736 EG 191 “Arka Keshav”- india 57
737 EG 190 “SM 6 - 6” - India 58
738 EG 203 “Surya” - india 59
791 Linhagem derivada da cv. Florida Market 60

da Topseed, parental masculino de Cica

Cica Hibrido resistente a Phomopsis 61

Tabela 2. Quadro de andlise de variancia das variaveis acessos de berinjela x isolado utilizados no
presente estudo.

FV GL QM
Acessos 60 0,0895*
Isolado 1 0,0001"

Acessos x isolado 60 0,0624*
Residuo 244 0,0136

Total 365

Ns Néo significativo, * Significancia a 0.05, GL: grau de liberdade e QM: quadrado médio.
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Tabela 3. Resultados médios da andlise de interagdo acessos x isolados obtidos a partir de trés avaliagGes
da severidade dos patdgenos Boeremia sp. (PIC 73) e Stagnosporopsis sp. (PIC 117), considerando 61
acessos de berinjela provenientes do Banco de Germoplasma da Embrapa Hortalicas.

ACESSOS ISOLADOS

PIC 73 PIC 117
CNPH 095 112,87 Aa 13,42 Bb
CNPH 053 64,17 Ab 30,04 Ba
CNPH 071 30,63 Ac 30,63 Aa
CNPH 057 27,42 Ac 24,5 Aa
CNPH 051 40,83 Ab 13,71 Bb
CNPH 070 44,63 Ab 8,75 Bb
CNPH 050 19,25 Ac 21,29 Aa
CNPH 608 10,5 Bd 34,13 Aa
CNPH 069 39,96 Ab 8,46 Bb
CNPH 072 30,04 Ab 7,58 Bb
CNPH 052 17,5 Ac 16,92 Aa
CNPH 058 21,58 Ac 13,71 Ab
CNPH 098 16,92 Ac 16,33 Ab
CNPH 067 21,88 Ac 10,79 Ab
CNPH 062 4,67 Bd 42,58 Aa
CNPH 066 14,58 Ac 14,29 Ab
CNPH 099 17,79 Ac 11,38 Ab
CNPH 056 15,46 Ac 13,13 Ab
CNPH 079 34,71 Ab 3,5Bb
CNPH 625 8,75 Ad 18,38 Aa
CNPH 093 18,38 Ac 8,46 Bb
CNPH 112 15,17 Ac 9,33 Ab
CNPH 609 13,13 Ad 11,08 Ab
CNPH 688 6,13 Bd 19,83 Aa
CNPH 075 21 Ac 5,25Bb
CNPH 059 10,5 Ad 11,38 Ab
CNPH 048 10,21 Ad 10,79 Ab
CNPH 128 9,92 Ad 10,5 Aa




CNPH Cica
CNPH 044
CNPH 624
CNPH 060
CNPH 684
CNPH 612
CNPH 124
CNPH 108
CNPH 063
CNPH 107
CNPH 114
CNPH 109
CNPH 122
CNPH 685
CNPH 113
CNPH 613
CNPH 735
CNPH 118
CNPH 408
CNPH 047
CNPH 736
CNPH 738
CNPH 119
CNPH 116
CNPH 125
CNPH 121
CNPH 127
CNPH 407
CNPH 791
CNPH 006
CNPH 410
CNPH 218

8,17 Ad
7,58 Ad
8,75 Ad
7,29 Ad
10,79 Ad
7,58 Ad
6,13 Ad
5,54 Ad
6,42 Ad
4,38 Bd
10,5 Ad
8,46 Ad
5,83 Ad
4,38 Bd
6,13 Ad
4,96 Ad
4,08 Ad
4,67 Ad
10,5 Ad
5,54 Ad
8,46 Ad
4,96 Ad
6,42 Ad
5,83 Ad
6,71 Ad
5,83 Ad
1,75 Bd
2,33 Ad
1,75 Bd
4,08 Ad
5,54 Ad
3,79 Ad

13,42 Ab
8,75 Ab
10,79 Ab
12,83 Ab
8,46 Ab
11,08 Ab
15,46 Ab
13,13 Ab
11,08 Ab
14 Ab
6,71 Ab
8,17 Ab
10,5 Ab
12,83 Ab
9,92 Ab
11,38 Ab
11,08 Ab
9,63 Ab
4,67 Ab
9,33 Ab
5,54 Ab
9,92 Ab
7,29 Ab
7,88 Ab
6,42 Ab
7,29 Ab
11,96 Ab
9,04 Ab
9,92 Ab
5,25 Ab
3,5 Ab
4,96 Ab
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CNPH 737 2,04 Ad 5,54 Ab

Médias seguidas de letras distintas minGsculas, na coluna, diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05); médias
seguidas de letras distintas maidsculas, na linha, diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

A Podriddo de Phomopsis no Brasil é causada por um complexo de espécies em
4 géneros: Boeremia (Boeremia spl e Boeremia sp2), Cumuliphoma (C.
pneumoniae), Diaporthe (D. endophytica, D. griccae e D. vexans) e

Stagonosporopsis (Stagonosporopsis sp. e S. pogostemon).

A regido ITS, sozinha, ndo apresentou boa informatividade e suporte para
distinguir a maioria das espécies identificadas nesse estudo, excessdo ao género

Cumuliphoma.

As informacdes das sequéncias obtidas para as 4 regides genémicas podem ser
utilizadas para o desenvolvimento de primers especificos para cada género/
espécie deste complexo.

A severidade da podriddo de Phomopsis por meio dos quatro isolados testados
nos frutos de berinjela (cv. Cica) foi influenciada apenas pelos métodos de

inoculacéo.

O tratamento quimico da doenca que antes tinha como agente causal apenas
Diaporthe vexans, torna-se inviavel ap6s o esclarecimento da etiologia da doenca

neste estudo.

Nenhum acesso de berinjela demonstrou reacdo de imunidade, mas a maioria
deles apresentou altos niveis de resisténcia foliar aos dois patégenos (67,22% de
acessos resistentes para Boeremia sp. e 83,60% de acessos resistentes para

Stagonosporopsis sp.).



e Tabela S1. Relacgdo dos isolados e nimero de acesso do GenBank das sequéncias utilizadas como referéncia nas analises filogenéticas.

Nome da espécie Caddigo Caddigo de acesso de
GenBank
ITS ACT TEF1 TUB2

Boeremia crinicola CBS 109.79 CBS 109.79; PD 77/747 GU237737 KY484558 - GU237489
Boeremia crinicola CBS 118.93; PD 70/195 GU237758 KY484559 - GU237490
Boeremia diversispora CBS 102.80 GU237725 EU880861 KY484676 GU237492
Boeremia diversispora CBS 101194 GU237716 EU880864 KY484674 GU237491
Boeremia coffeae CBS 109183T GU237748 KY484560 KY484678 GU237505
Boeremia exigua var exigua CBS 431.74T FJ427001 EU880854 KY484687 FJ427112

Boeremia exigua var exigua CBS 141361 KY550229 KY550225 KY550228 KY550226
Boeremia exigua CBS 101213 GU237723 EU880868 KY484692 GU237494
Boeremia exigua CBS 101197 GU237718 EU880866 KY484690 GU237493
Boeremia gilvescens CBS 101150 T GU237715 KY484562 KY484694 GU237495
Boeremia heteromorpha CBS 443.94T GU237866 EU880869 KY484700 GU237497
Boeremia heteromorpha CBS 101196 GU237717 EU880870 KY484699 GU237496
Boeremia linicola (Bo. exigua var. linicola) CBS 116.76R GU237754 EU880880 KY484705 GU237500
Boeremia linicola CBS 112.28 MH854942 EU880878 KY484703 KY484756
Boeremia populi CBS 100167T GuU237707 EU880885 KY484706 GU237501
Boeremia populi CBS 100168; PD 94/138 MN972784 EU880886 KY484707 MN983801




Boeremia opuli CGMCC 3.18354; LC 8117T KY742045 - - KY742287
Boeremia opuli LC8118 KY742046 - - KY742288
Boeremia pseudolilacis CBS 101207T GuU237721 EU880874 KY484710 GU237503
Boeremia pseudolilacis (As. lamiorum) CBS 423.67 KT389487 - KT389781
Boeremia exigua var. viburni CBS 100354 GU237711 EU880889 - GU237506
Boeremia exigua var. viburni CBS 101211; PD 93/838 GU237722 EU880891 - GU237507
Boeremia foveata CBS 109176 GU237742 EU880892 KY484714 GU237508
Boeremia foveata CBS 200.37T KY484663 - KY484715 MTO005575
Boeremia hedericola CBS 367.91T GU237842 KY484568 KY484718 GU237511
Boeremia hedericola CBS 366.91 GU237841 KY484567 KY484717 GU237510
Boeremia lilacis CBS 569.79R GU237892 EU880875 KY484721 GU237498
Boeremia lilacis CBS 489.94 MN972793 EUB80876 KY484720 MN983810
Boeremia lycopersici CBS 378.67R GU237848 EU880898 KY484726 GU237512
Boeremia lycopersici CBS 196.36 MN972798 EU880897 KY484725 MN983815
Boeremia noackiana CBS 100353R GU237710 EU880881 KY484727 GU237514
Boeremia noackiana CBS 101203 GU237720 EU880882 KY484728 GU237515
Boeremia sambuci-nigrae CBS 629.68T GU237897 KY484570 KY484734 GU237517
Boeremia sambuci-nigrae CBS 109170; PD 75/796 GU237738 EU880903 KY484733 GU237516
Boeremia strasseri CBS 126.93 GU237773 EU880904 KY484735 GU237518
Boeremia strasseri CBS 261.92; ATCC 24146; GU237813 EU880905 KY484736 GU237519




Boeremia telephii CBS 109175 GU237741 EU880906 KY484737 GU237520
Boeremia telephii CBS 76073 GU237905 EU880907 GU237521
Boeremia trachelospermi CGMCC 3.18222T KY064028 - - KY064051
Boeremia Galiicola MFLUCC 15-0771; MFLU 15-2279T KX698037 - - KX698030
Boeremia parva KNU-OL2 LC557020 LC557022 LC557024 LC557028
Boeremia parva KNU-NL4 LC557019 LC557021 LC557023 LC557027
Boeremia maritima MFLUCC 18-0411T MNO047082 - - MN431491
Boeremia rhapontica CBS 113651 - KY484566.1 - KY484760.1
Boeremia exigua gilvescens) PD98/213 - KY484563.1 - KY484752.1
Boeremia wisteriae MFLUCC 18-1562 - - - 0Q304687
[
Stagonosporopsis actaeae CBS 106.96T GU237734 - - GU237671
Stagonosporopsis actaeae CBS 105.96; PD 74/230 GU237733 - - GU237670
Stagonosporopsis ailanthicola CBS140554 MN973462 - - MT005561
Stagonosporopsis ailanthicola MFLUCC 16-1439T KY100872 - - KY100878
Stagonosporopsis ajacis CBS 177.93T GU237791 - - GU237673
Stagonosporopsis ajacis CBS 176.93; PD 86/547 GU237790 - - GU237672
Stagonosporopsis andigena CBS 101.80R GU237714 - - GU237674
Stagonosporopsis andigena CBS 285.81 MN973429 - - MN984052
Stagonosporopsis artemisiicola CBS 102636R GU237728 - GU237676




Stagonosporopsis astragali CBS 178.25R GU237792 - GU237677
Stagonosporopsis bomiensis CGMCC 3.18366T KY742123 - KY742365
Stagonosporopsis bomiensis LC 8168 KY742124 - KY742366
Stagonosporopsis bungeiana YMF1.05092T MH257419 - MH422976
Stagonosporopsis caricae CBS 248.90 GU237807 - GU237680
Stagonosporopsis caricae CBS 282.76 GU237821 - GU237682
Stagonosporopsis chrysanthemi CBS 500.63 GuU237871 JQ897537 GU237695
Stagonosporopsis chrysanthemi CBS 137.96 GU237783 JQ897525 GU237696
Sagonosporopsis citrulli FLAS-F-58996; C5-5T KJ855546 - KJ855602
Sagonosporopsis citrulli CBS 214.65 MN973454 - MTO005553
Stagonosporopsis crystalliniformis CBS 713.85T GU237903 - GU237683
Stagonosporopsis crystalliniformis CBS 771.85; IMI 386091; PD 85/772 GU237906 - GU237684
Stagonosporopsis Cucumeris CBS 386.65T MN973455 - MT005554
Stagonosporopsis Cucumeris OM-rot-02 OP788059 - OP810569
Stagonosporopsis cucurbitacearum CBS 133.96 GU237780 - GU237686
Stagonosporopsis cucurbitacearum CBS 109171; PD 91/310R GU237922 - GU237685
Stagonosporopsis dennisii CBS 631.68T GU237899 - GU237687
Stagonosporopsis dennisii CBS 135.96; PD 95/4756 GU237782 - GU237688
Stagonosporopsis dorenboschii CBS 426.90T GU237862 - GU237690
Stagonosporopsis dorenboschii CBS 320.90; PD 86/932 GU237830 - GU237689




Stagonosporopsis helianthi CBS 200.87T KT389545 - KT389848
Stagonosporopsis helianthi CBS 155.90 MN973457 - MT005556
Stagonosporopsis heliopsidis CBS 109182R GU237747 - GU237691
Stagonosporopsis hortensis CBS 104.42 GU237730 - GU237703
Stagonosporopsis hortensis CBS 572.85; PD 79/269R GU237893 - GU237704
Stagonosporopsis inoxydabilis CBS 425.90T GU237861 JQ897527 GU237693
Stagonosporopsis inoxydabilis MF-9.239 MH651539 - MH725216
Stagonosporopsis loticola CBS 562.81T GU237890 - GU237697
Stagonosporopsis loticola CBS 563.81; PDDCC 6799 MN973465 - MTO005564
Stagonosporopsis lupini CBS 101494T GU237724 - GU237699
Stagonosporopsis lupini CBS 375.84; PD 80/1250 GU237844 - GU237700
Stagonosporopsis oculo-hominis CBS 634.92T GU237901 - GU237701
Stagonosporopsis malaiana YMF1.05087 MH257421 - MH423017
Stagonosporopsis nemophilae CBS 715.85T MN973460 - MT005559
Stagonosporopsis nemophilae CBS 249.38 MN973461 - MT005560
Stagonosporopsis papillata CGMCC 3.18367; LC 8169T KY742125 KY742367
Stagonosporopsis papillata LC 8171 KY742127 - KY742369
Stagonosporopsis pini * MFLUCC 18-1549T MK347800 - MK412886
Stagonosporopsis pedicularis-striatae ZHKUCC 22-0167 0Q275212 00336263
Stagonosporopsis pogostemonis ZHKUCC 21-0001 MZ156571 - MZ203132




Stagonosporopsis pogostemonis CMY6-3 0Q22189 - -

Stagonosporopsis pogostemonis TYJ-SP2 - -

Stagonosporopsis pogostemonis 8 - -

Stagonosporopsis rudbeckiae CBS 109180R GU237745 - - GU237702
Stagonosporopsis rhizophila CGMCC 3.19852 MG833824 - - MN422099
Stagonosporopsis sambucella CBS 130003T MN973459 - - MT005558
Stagonosporopsis stuijvenbergii CBS 144953; JW 132011T MN823449 - - MN824623
Stagonosporopsis stuijvenbergii JW 33021 MN823450 - - MN824624
Stagonosporopsis tanaceti CBS 1314841 NR_111724 - JQ897536 JQ897496
Stagonosporopsis tanaceti CBS 131485 JQ897487 - JQ897520 JQ897502
Stagonosporopsis trachelii CBS 379.91 GU237850 - - GU237678
Stagonosporopsis valerianellae CBS 329.67T GU237832 - - GU237706
Stagonosporopsis valerianellae CBS 273.92; PD 82/43 GU237819 - - GU237705
Stagonosporopsis weymaniae CBS 144959T MN823453 - - MN824627
Stagonosporopsi vannaccii PHB11 MW832506 - MW853804 MW853809
Stagonosporopsi vannaccii PHB5 MW832504 - MW853802 MW853807
Cumuliphoma indica CBS 991.95; FMR 15331 MN973546 FJ426934 - MT005649
Cumuliphoma Indica CBS 654.77; FMR 15341T FJ427043 FJ426933 - FJ427153
Cumuliphoma omnivirens CBS 341.86; FMR 14915T FJ427042 FJ426932 - FJ427152




Cumuliphoma Pneumoniae CBS 142454; UTHSC: DI16-249; FMR LT592925 - - LT592994
13739T

Cumuliphoma Pneumoniae CBS 123397 MN973545 FJ426937 - MT005648
Cumuliphoma lijiangensis YMF1.05096 T MH257400 FJ426934 - MH423002
Diaporthe subordinaria CBS464.90T KC343214 - KC343940 KC344182
Diaporthe schoeni MFLU 15-1279 T KY964226 - KY964182 KY964109
Diaporthe stewartii CBS193.36T FJ889448 - GQ250324 JX275421
Diaporthe cucurbitae CBS136.25 KC343031 - KC343757 KC343999
Diaporthe gulyae MF-Ha 17-042T MK024252 - MK039420 MKO033488
Diaporthe angelicae CBS 111592T KC343027 - KC343753 KC343995
Diaporthe cichorii MFLUCC 17-1023T KY964220 - KY964176 KY964104
Diaporthe arctii CBS 139280 T KJ590736 - KJ590776 KJ610891
Diaporthe neoarctii CBS 109490T KC343145 - KC343871 KC344113
Diaporthe pseudolongicolla PL42T JQ697843 - JQ697856

Diaporthe cuppatea CBS 117499 T KC343057 - KC343783 KC344025
Diaporthe lusitanicae CBS 123212T KC343136 - KC343862 KC344104
Diaporthe infecunda CBS 133812T KC343126 - KC343852 KC344094
Diaporthe infertilis CBS 230.52T KC343052 - KC343778 KC344020




Diaporthe unshiuensis CGMCC3.17569T KJ490587 KJ490466 KJ490408
Diaporthe helianthi CBS 592.81T KC343115 KC343841 KC344083
Diaporthe ovalispora CGMCC3.17256 T KJ490628 KJ490507 KJ490449
Diaporthe endophytica CBS 133811 T KJ490608 KJ490487 KJ490429
Diaporthe endophytica KNU JJ 1809 LC567429 LC567434 LC567435
Diaporthe vexans CBS 127.14 KC343229 KC343955 KC344197
Diaporthe vexans FAU597 KJ590734 KJ590774 KJ610889
Diaporthe hordei CBS481.92T KC343120 KC343846 KC344088
Diaporthe megalospora CBS 143.27T KC343140 KC343866 KC344108
Diaporthe absenteum LC3429 T KP267897 KP267971 KP293477
Diaporthe acericola MFLUCC 17-0956 T KY964224 KY964180 KY964074
Diaporthe actinidiae ICMP 13683 T KC145886 KC145941

Diaporthe alangii CFCC 52556 T MH121491 MH121533 MH121573
Diaporthe amaranthophila MAFF 246900 LC459575 LC459577 LC459579
Diaporthe ambigua CBS 114015 T KC343010 KC343736 KC343978
Diaporthe batatas CBS 12221 T KC343040 KC343766 KC344008
Diaporthe beilharziae BRIP 54792 T JX862529 JX862535 KF170921
Diaporthe biguttulata ZJuD4r T KJ490582 KJ490461 KJ490403




Diaporthe brasiliensis

CBS 133183 T KC343042 KC343768 KC344010
Diaporthe caatingaensis CBS 141542 T KY085927 KY115603 KY115600
Diaporthe griceae strain BRIP 67014aT OM918694 OM960603 OM960621
Diaporthe sojae FAU635 T KJ590719 KJ590762 KJ610875
Diaporthe vexans MAFF:150147 LC769633 LC769122 LC769525




