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RESUMO GERAL

Aproximadamente 30 géneros e 200 espécies de importancia agricola sdo membros dessa
familia, incluindo o pepino (Cucumis sativus). As doencas de plantas representam um grande
desafio para plantios comerciais de pepino, resultando em perdas consideraveis na producéo e
na produtividade, com um destaque para a podridao radicular e o damping-off . Na literatura,
essas doencas sdo atribuidas a um complexo de patdgenos, os oomicetos dos géneros
Globisporangium, Pythium e Phytophthora e para o género fingico Fusarium. Diante destes
pressupostos, 0 presente trabalho teve como objetivos: (i)Caracterizar a diversidade dos
patdgenos associados com a podriddo de raizes e colo do pepino no Brasil;(ii) Buscar fontes de
resisténcia para Phytophthora capsici em germoplasma de pepino; (iii) Catalogar a
variabilidade genética e molecular dentro grupo de agentes causais de podriddo de raizes e
colo do pepino. No presente trabalho, uma colecdo de isolados de oomicetos foi obtida de
plantas de pepino com sintomas de murcha, tombamento e podridao radicular. O DNA total foi
extraido dos isolados patogénicos, utilizado como molde para a amplificacdo via PCR de duas
regibes gendmicas para isolados de Globisporangium/Pythium: o espacador transcrito interno
(ITS) e 0 gene codificador da subunidade da enzima citrocomo oxidase (cox2). Para os isolados
de Phytophthora foi usada apenas a informacgdo de cox2. Para os isolados de Fusarium e
Neocosmospora foram utilizadas as regides da segunda maior subunidade da RNA polimerase
Il (RPB2) e do fator de elongamento da traducdo 1-alfa (TEF1). O experimento por busca de
fontes de resisténcia foi realizado em duas etapas, a primeira em mudas apresentando dois pares
de folhas verdadeiras em 55 acessos do banco de germoplasma de pepino do CNPH, e a segunda
etapa, foram inoculadas plantulas com 1 e 2 pares de folhas verdadeiras. A comparacéo das
sequéncias de nucleotideos e a analise filogenética dos oomicetos associados ao pepino indicou
a presenca de complexos de agentes causais, incluindo Phytophthora capsici, Globisporangium
spinosum, G. spledens e G. attrantheridium. Foi possivel identificar dois isolados foram
relacionados com o complexo de espécies Fusarium oxysporum, um com a espécie F.
verticillioides, quatro pertencentes ao complexo Fusarium incarnatum-equiseti (relacionados
com as espécies F. pernambucanum e F. coffearum). Também foi detectado um isolado do
complexo Neocosmospora solani. Este é o primeiro relato desses complexos de patégenos
causando podriddo radiculares e tombamentos em cultivares de pepino no Brasil. Ao final do
experimento os acessos CNPH-008, CNPH-0104, CNPH-0154, CNPH-0160 e CNPH-0342L
apresentaram respostas estaveis de resisténcia em plantula.

Palavras-chave: Damping-off, Phytophthora capsici, Pythium spp., melhoramento genético.



GENERAL ABSTRACT

Approximately 30 genera and 200 species of agricultural importance belong to this family,
including cucumber (Cucumis sativus). Plant diseases pose a major challenge for commercial
cucumber plantations, resulting in significant losses in production and productivity, with root
rot and damping-off being prominent. In the literature, these diseases are attributed to a
pathogen complex, including oomycetes of the genera Globisporangium, Pythium, and
Phytophthora, as well as the fungal genus Fusarium. Given these assumptions, this study aimed
to: (i) Characterize the diversity of pathogens associated with cucumber root and collar rot in
Brazil; (ii) Seek sources of resistance to Phytophthora capsici in cucumber germplasm; (iii)
Catalog the genetic and molecular variability within the group of causal agents of cucumber
root and collar rot. In this study, a collection of oomycete isolates was obtained from cucumber
plants showing symptoms of wilting, damping-off, and root rot. Total DNA was extracted from
the pathogenic isolates and used as a template for PCR amplification of two genomic regions
for Globisporangium/Pythium isolates: the internal transcribed spacer (ITS) and the
cytochrome oxidase subunit enzyme (cox2) coding gene. For Phytophthora isolates, only cox2
information was used. For Fusarium and Neocosmospora isolates, regions of the second largest
subunit of RNA polymerase 11 (RPB2) and translation elongation factor 1-alpha (TEF1) were
utilized. The resistance source search experiment was conducted in two stages, the first on
seedlings with two pairs of true leaves in 55 accessions from the CNPH cucumber germplasm
bank, and the second stage involved inoculating seedlings with 1 and 2 pairs of true leaves.
Comparison of nucleotide sequences and phylogenetic analysis of oomycetes associated with
cucumber indicated the presence of pathogen complexes, including Phytophthora capsici,
Globisporangium spinosum, G. spledens, and G. attrantheridium. Two isolates were identified
as related to the Fusarium oxysporum species complex, one to the species F. verticillioides, and
four belonging to the Fusarium incarnatum-equiseti complex (related to the species F.
pernambucanum and F. coffearum). An isolate of the Neocosmospora solani complex was also
detected. This is the first report of these pathogen complexes causing root rot and damping-off
in cucumber cultivars in Brazil. At the end of the experiment, accessions CNPH-008, CNPH-
0104, CNPH-0154, CNPH-0160, and CNPH-0342L showed stable resistance responses in
seedlings.

Keywords: Damping-off, Phytophthora capsici, Pythium spp., Breeding.
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ETIOLOGIA DE PODRIDOES DE RAIZ E COLO E BUSCA POR FONTES DE
RESISTENCIA EM GERMOPLASMA DE PEPINO (Cucumis sativus).

INTRODUCAO GERAL
1. A familia Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae se encontra entre 0s grupamentos botanicos mais diversos,
englobando mais de espécies 120 géneros e 850 espécies. Espécies de cucurbiticeas estdo
amplamente distribuidas pelo mundo, sendo de ocorréncia comum em regides de clima tropical
e subtropical, e menos expressivas em clima temperado (SCHAEFER; RENNER, 2011).

Aproximadamente 30 géneros e 200 espécies de importancia agricola sdo membros
dessa familia, incluindo o pepino (Cucumis sativus), o0 meldo (Cucumis melo), o maxixe
(Cucumis anguria), a melancia (Citrullus lanatus), as abdboras (Cucurbita pepo, C. moschata
e C. maxima) e o chuchu (Sechium edule Jacq.) (JEFFREY, 1980; COSTA, 2012).

Varios representantes desta familia de hortalicas-fruto ainda sdo pouco cultivados, seja
devido a auséncia de cadeias estruturadas de producdo e comercializacdo, por questdes de
culturais, ou até mesmo por falta de informacdes a respeito das qualidades e beneficios
nutricionais e a saude humana (HORA, CAMARGO, BUZZANINI, 2018)

1.1. A Cultura do pepino (Cucumis sativus L.)

O pepino (Cucumis sativus L.) tem seu centro de origem no continente asiatico, e vem
sendo cultivado na India e nas extensdes do antigo império Persa ha mais de 3000 anos. Por ser
apreciado pelos europeus desde o século XVIII, chegou ao Brasil através dos portugueses
(ALMEIDA, 2006).

Entre os dez principais paises produtores de pepino estdo China, Turquia, Ird, RUssia,
Ucrania, EUA, Espanha, México, Egito e Japdo, mas a cultura é cultivada em mais de 180
paises. Sua producdo mundial é de cerca de 85 milhGes de toneladas métricas em
aproximadamente 2,23 milhdes de hectares, o que confere seu 3° na producdo dentre todas as
hortalicas (FAOSTAT, 2019).

O pepino é uma espécie rasteira e/ou trepadeira. O caule, ao contrario de outras
cucurbitaceas, sdo hirsutos e apresentam um declive acentuado, suas folhas sdo triangulares-
ovais, com curvas rasas e agudas (BAILEY, 1969; FILGUEIRA, 2013). Centenas de cultivares
de pepino estdo disponiveis no mercado, e em sua maioria sdo hibridas. Atualmente existem

296 registros de cultivares de pepino no sistema nacional de cultivares (MAPA, 2024).
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Quanto a classificacdo de frutos de pepino, no Brasil existem cinco tipos/grupos, dos
quais o Caipira, Industria/Conserva e Aodai/Comum sdo mais comumente conduzidos em
condicdes de campo aberto, ao passo que os tipos Japonés e Holandés sao preferencialmente
cultivados em ambiente protegido. Na literatura € possivel encontrar mais um grupo,
denominado de Beite-alpha, apresentando plantas com somente flores femininas em cachos e
que ndo necessitam de polinizacdo, mas este, ndo foi bem aceito no mercado brasileiro
(FONTES, 2019).

As plantas de pepino, apesar de serem predominantemente mondicas (uma unica planta
apresenta flores unissexuais masculinas e femininas), apresentam uma ampla variagdo na
biologia floral, podendo ser também: andromondicas — plantas com a presenca simultanea de
flores masculinas e hermafroditas; androicas ou estaminadas — plantas portando apenas flores
masculinas; preferencialmente ginoicas — plantas portando flores femininas, porém podem
aparecer flores estaminadas; essencialmente gindicas — todas as flores séo pistiladas. Todas
podem produzir frutos partenocérpicos, mas se polinizadas produzem sementes (ROBINSON
etal., 1976; FONTES, PUIATTI, 2005).

O pepino distingue-se das demais espécies do género Cucumis, por que possuem sete
pares de cromossomos, enquanto as demais, possuem 12 pares, ou multiplos de 12 (AJURU,
OKOLI, 2013; DEAKIN, BOHN, WHITAKER, 1971). Embora cada programa de
melhoramento genético seja Unico, quase todos tém objetivos em comum, como aumento de
produtividade e resisténcias de plantas a patdgenos. A Ultima lista de genes de pepino foi
publicada por Weng & Werhner (2017), na qual foram discriminados 199 fatores que definem
um enorme namero de caracteristicas quantitativas e qualitativas, incluindo os de resisténcias a
patdgenos e insetos. E importante salientar que, por se tratar de uma hortalica cujo o produto
final terd que passar pela aprovacdo do consumidor, as caracteristicas morfoldgicas,

obrigatoriamente, tém de estar em harmonia com as caracteristicas fisioldgicas.

1.2. Resisténcia Genética

A gendmica do pepino também avancou de maneira consideravel nas Gltimas duas
décadas. Atualmente estdo disponiveis a montagem do genoma nuclear completo em escala
cromomossomal (HUANG et al., 2009; WOYCICKI et al., 2011; PRZYBECKI, 2016; LI et
al., 2019) e do genoma completo do cloroplasto (KIM et al., 2006; PLADER et al., 2007). Esta
informagdo genémica ja tem sido empregada como uma importante ferramenta na geracdo de

marcadores moleculares para uso em selecéo assistida dentro de programas de melhoramento
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genético da cultura (DAS et al., 2022). Existem ainda técnicas baseadas na criacdo de design
molecular e automacdo da tecnologia de fenotipagem com base fontes inexploradas de
diversidade genética (PAWELKOWICZ, et al., 2016). A clonagem baseada em mapas e 0s
estudos de mecanismos moleculares acerca de importantes caracteristicas do pepino se deve
aos resultados do sequenciamento do genoma completo e resequenciamento dos principais
recursos de germoplasma (YANG et al, 2012; ZHANG et al, 2012).

1.3. Importancia econdmica

O pepino tem uma grande importancia econémica e social dentro do agronegdécio de
hortalicas no Brasil. Essa hortalica € muito plantada, apreciada e consumida em todas as regides
brasileiras, gerando emprego e renda para pequenas propriedades de base familiar, s6 no ano
de 2023, segundo a CONAB (2024), foram comercializadas mais de 150 mil toneladas desta
hortalica, movimentando mais de 400 milhdes de reais (CARVALHO et al., 2013).

Embora o mercado produtor de pepino em algumas regides brasileiras seja dominado
por grandes empresas, 0 beneficiamento desta hortalica por pequenas agroindustrias também
tem sido observado (Schallenber, 2010). Essa hortalica € cultivada em todos os estados do
Nordeste do Brasil, sendo que em Pernambuco, destaca-se a regido Agreste como a maior
produtora totalizando quase 21 mil toneladas/ano (CONAB, 2024).

A produtividade média do pepino chega a alcancar 240/ha-1 dependendo da variedade
e 0 espacamento adotado no plantio, aliado a um ciclo de cultivo que permite multiplas colheitas
a partir de 50 dias apds a semeadura, torna-se cada vez mais atrativo para o produtor. As doencas
de plantas representam um grande desafio para plantios comerciais, incluido o pepino,
resultando em perdas consideraveis na producéo e na produtividade. (PREVITAL et al., 2022;
TRANI, PASSOS, ARAUJO, 2015).

1.4. Principais doencas bacterianas do pepino

A diagnose das doencas de etiologia bacteriana, envolvem vérios fatores, tais como o
postulado de Koch para definicdo correta do género que esteja atacando a cultura. Mas
estratégias rapidas como o teste do copo, destaca-se por ser uma eficiente forma de deteccdo da
presenca destes patdgenos (FONTES, NICK, 2018)

Murcha bacteriana — seu agente causal é a bactéria Ralstonia solanacearum, Quezado,
Cruz e Lopes (1995) relatam a ocorréncia desta doenca em cultivo protegido no Distrito

Federal. Os sintomas se caracterizam inicialmente pelo amarelecimento das folhas, seguido se
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murchamento total da planta, os tecidos vasculares apresentam corrimento bacteriano quando
submetidos ao teste do copo (BERIAM, OCCHIENA, 2018).

Mancha angular — Causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv. Lachrymans,
caracterizada por manchas necroticas vasculares e lesdes irregulares limitadas pelas nervuras,
adquirindo um aspecto angular (Figura 1A), dai o nome da doenca. Em condicbes de alta
temperatura e umidade, as lesdes podem apresentar exsudacdo (BERIAM, OCCHIENA, 2018;
CARVALHO, 2013; QUEZADO, SOUZA, TAKATSU, 1990).

1.5. Principais doencas de etiologia viral do pepino

Das doencas que afetam o pepino, as causadas por virus sdo de dificil controle, além de
deterem um grande potencial destrutivo. O mosaico do pepino, causado pelo virus Cucumer
mosaic virus (CMV) (Figura 1B), tem baixa incidéncia em cucurbitaceas, caracteriza-se pelo
encurtamento dos entrenos da planta, os frutos ficam retorcidos, mosqueados, verrugosos e
pequenos. Em caso de uma infecgéo tardia, a planta pode ndo ser afetada, mas o fruto pode
apresentar alguma deformacéo que reduza o seu valor comercial (PAVAN, et al., 2018).

1.6. Principais doencas do pepino induzidas por fungos e oomicetos

Algumas doencas podem ser limitantes ao cultivo do pepino, caso medidas adequadas

de controle ndo sejam implementadas.

Mildio — E a principal doenca de parte aérea que acomete os plantios de cucurbitaceas,
incluindo o pepino, causada pelo oomiceto Pseudoperonosopra cubesis (Berk, M.A. Curtis,
1903) Rostovzev. Se trata de uma doenga muito problematica nos periodos de alta umidade e
temperaturas amenas, cujo 0s sintomas iniciais se apresentam na forma de pequenas manchas
amareladas na face adaxial das folhas, e sob condi¢des de alta umidade é possivel observar a
producdo abundante de esporangioforos e esporangios na face abaxial das folhas (Figura 1c)
(REIS, 2007). Fonte de resisténcia do tipo ndo-raca especifica condicionada pela “perda de fator
de suscetibilidade” (gene STAYGREEN) ja foi detectada em pepino (WANG et al. 2019) e tem

se mantido estavel por mais de 50 anos.

Oidio — Essa doenca é causada por um complexo de especies incluindo, Podosphaera
xanthii s3o relatados como agentes causais. E uma doenca comum em cultivos protegidos de
cucurbitaceas, incluindo o pepino. Seus sintomas sdo caracterizados pelo crescimento de uma
massa branca pulverulenta formada pelo micélio (Figura 1D). Seu controle consiste na

aplicacdo de fungicidas logo no inicio do aparecimento dos sintomas (CARVALHO, et al.,
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2013; TOFOLI, DOMINGUES, 2018). Fontes de resisténcia do tipo “perda de fator de
suscetibilidade” (gene CsMLO1) ja foram identificadas em pepino (NIE et al., 2015).

Antracnose — Representa uma das doencas mais frequentes e destrutivas dentre as
cucurbitaceas, causada pelo fungo Colletotrichum orbiculare, seus sintomas séo caracterizados
pelo aparecimento de lesGes necroticas irregulares de cor castanha a marrom que coalescem
(Imagem 1E), destruindo os tecidos, chegando até a romper o limbo foliar (TOFOLI,
DOMINGUES, 2018). Fonte de resisténcia a antracnose do tipo “perda de fator de
suscetibilidade” (gene STAYGREEN) ja foi detectada em pepino (WANG et al. 2019).

Podridao de raizes e colo — E uma importante doenca do pepino no Brasil e no Agreste
de Pernambuco (PE). As doencas radiculares causadas por fitopatégenos, refletem em graves
perdas na producdo. Embora fungos, oomicetos, nematoides e bactérias sejam organismos
muito diversificados, possuindo importantes caracteristicas basicas em comum tais como a

sobrevivéncia no solo por pelo menos uma fase de seu ciclo (CORREIA; MICHEREFF, 2018).

Tombamento de mudas (Damping-off) — As podriddes radiculares e de colo em
cucurbitaceas sdo causadas por diversos patdgenos, dentre estes, destacam-se 0s oomicetos
Pythium e Phytophthota (Lima; Henz, 1997; Correa et al., 2011). A disseminagdo desses
organismos se da a partir do transito de material vegetal com estruturas do patégeno, agua e
solo contaminados, além da possibilidade de estar em ferramentas e cal¢cados (Going, Sutton,
Grodzinski, 2003). A etiologia complexa torna 0 manejo da doenca dificil, pois ndo ha
fungicidas registrados no ministério da Agricultura para o controle destes potenciais agentes
causais (AGROFIT, 2023).

Murcha de Phytophthora — E uma doenca com alto potencial destrutivo em solanaceas
e em cucurbitaceas, podendo evoluir para a morte das plantas em um curto espaco de tempo.
Em cucurbitaceas, oomicetos causam a podridao de colo (Figura 1F), de hastes e de frutos. Em
todos os hospedeiros, a doenca induz falhas de germinagdo bem como o tombamento de
plantulas durante a formacgdo das mudas (TOFOLI; DOMINGUES, 2018).

Figura 1. Sintomas das principais doengas do pepino: mancha angular (a) (ZITTER, 2014); mosaico
causado por Cucumer mosaic virus (CMV) (b) (DRAGICH, MELZER, NELSON, 2014); manchas
amareladas na face adaxial das folhas, sintomas caracteristicos de mildio na cultura do pepino (c)
(CASTRO, et al., 2010); massa pulvirulenta caracteristicas de oidio, sinais do patégeno (d) (BAYER,
2021); Folha de pepino com antracnose causada por Colletotrichum orbiculare (e) (TOFOLI, 2019);
Raizes de pepineiro com podriddo causada por Pythium (f) (REIS, 2023).
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1.7. Taxonomia e diversidade dos géneros Phytophthora e Pythium

O género Phytophthora é composto por mais de 200 espécies e esta dividido em em 12
clados, derivados da diversidade genética e adaptacdo aos diferentes hospedeiros, partes deles
habitats e zonas climaticas (BRAISER et al., 2022; KRONMILER et al., 2022). As
cucurbitaceas, principalmente a cultura do pepino, sdo muito suscetiveis ao ataque de Pythium
spp. enfatizando que segundo Kucharek (2000) é favorecida sob condi¢des de temperatura e
umidade elevadas. Tradicionalmente o controle de espécies de Pythium indutoras de
tombamento de plantulas era realizado através da fumigacdo de substrato com brometo de
metila. Todavia, apds a proibicdo do uso deste composto, o alto custo de praticas de
desinfestacdo quimica, associados ao surgimento de variedades resistentes do patdgeno a esses
compostos, levou a busca pela utilizagdo de outras estratégias de suprimir 0os danos por este
grupo de oomicetos (LUCON; AKAMATSU; HARAKAVA, 2008).

Ha varios estudos da utilizacdo do DNA mitocondrial para diferenciacdo de oomicetos.
Diante este pressuposto, Choi et al. (2015) diz que a regido génica da subunidade 2 da enzima
citocromo oxidase ‘c’ subunidade II (cox2) presente no DNA mitocondrial, é a que oferece
informacdes para acusar as diferencas intraespecificas significativas, sendo um dos mais
recomendados para identificacdo a nivel de espécie. Segundo Chen et al. (2022) e Crous et al.
(2021), as analises de oomicetos usando a combinacdo de diferentes regides génicas, para
género: ITS, LSU e cox1, combinadas as anélises das regides cox2, nad9, Tub2, TigA para nivel

de espécies, que a combinacdo de duas ou mais destas regibes, € suficiente para uma
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identificacéo de confiabilidade (PEREIRA, 2023).
1.8. Taxonomia e diversidade do género Fusarium

Na década de 1990, a filogenia molecular passou a ser uma ferramenta crucial para
caracterizacdes mais precisa de especies dentro do género Fusarium (O’DONNELL et al.
2020). Estudos sobre a diversidade molecular do género Fusarium mostraram uma divergéncia
evolutiva dentro de algumas espécies. Neste contexto, foi sugerida a separagdo do género em
dois grandes clados, denominados de “clado basal” e “clado terminal” (GRAFENHAN et al.,
2011). Esses clados foram inicialmente estabelecidos com base nas sequéncias de duas regides
génicas: ATP citrato liase (ACL-1) e a segunda maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB-
2). No entanto, esses clados apresentaram baixo suporte filogenético, principalmente o clado
basal (que foi desmembrado em diferentes géneros em grupos monofiléticos). A anélise de
espécies dos novos géneros propostos concatenando informacdes dessas duas regides génicas
aliadas ao fator de elongacdo de traducdo 1o (TEF-1), encontraram a estrita relacdo entre
espécies anamorfas anteriormente classificadas de forma erronea (SCHOERS et al., 2011).
Essas espécies foram reposicionadas em trés clados (F1, F2 e F3), sendo que o clado F3 estava
contido parcialmente dentro do clado F2, e F2 dentro de F1. O clado F3 chegou em niveis
satisfatorios de aparado filogenético, porém F1 e F2 obtiveram sustentacdo em = 86% dos
genes analisados (GEISER et al., 2021). Estes autores defendiam a manutencédo dos clados F1
e F2, ao invés de restringi-los do clado F3, e salientando que este clado ndo incluiria espécies
do tradicionalmente chamado Fusarium solani, pois a restri¢do ao clado F3 faria uma confuséo
desnecessaria dentro deste grupo. Esta confusdo € bem exemplificada pela espécie F.
moniliforme, que até a década de 1990 continha espécies de varios anamorfos reclassificados
como F. proliferatum, F. verticillioides e F. subglutinans, dentre outras. (MELO, 2011;
SEIFERT et al., 2003).

O avango nos estudos envolvendo este complexo culminou no estabelecimento de
muitas novas espécies (DENIS et al., 2019). No entanto, uma controvérsia vigorou na
taxonomia desse grupo de patdgenos sendo que uma vertente se baseia na consolidacao apenas
dos clados F1 e F2 e outra que defende a existéncia do clado F3. A consolidacdo do clado F3
veio apdés a designacdo do género Neocosmospora para representar alguns importantes
complexos incluindo Neocosmospora solani e Neocospora falciformes (O’DONNELL et al.,
2008b, 2020). Analises recentes levaram a proposicdo e a adogdo destas espécies dentro dos
complexos Fusarium/Neocosmospora. (CROUS et al., 2021; BRAIT, 2023)
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A classificagdo do género Fusarium constitui um estado anamorfico da ordem
Hypocreales do filo Ascomycota (Seifert, 1996). Este grupo encontram-se as espécies:
Fusarium verticillioides (Sacc. & Neirenberg), Fusarium proliferatum (Matsushima &
Neirenberg) e Fusarium subglutinans (Wollenweber & Reinking), que representam o0s
anamorfos do complexo de espécies de Gibberella subglutinans (Winelland), Gibberella
intermedia (Kuhlman) (MELO, 2011).

1.9. Importancia e estratégias de manejo das podridBes de raiz e colo do

pepino

O grande impacto socioecondmico das doengas radiculares causadas por fungos
representa dano direto sobre a producéo de culturas de interesse alimentar. Nesse contexto, em
diversas situacdes hd a perda ou substituicdo de cultivares com caracteristicas produtivas
interessantes, em decorréncia do dano causado por estes patdgenos, além de situacfes mais
desastrosas tais como o abandono de &reas de cultivo (MICHEREFF et al., 2005b).

Mesmo que as doencas radiculares recebam pouca atencdo quando comparadas as
doencas de parte aérea, é valido salientar que ndo é devido a falta de importancia destas doencas,
e sim em decorréncia a dificuldade de diagnose, visto que 0s sintomas iniciais ocorrem abaixo
do nivel do solo, aliado a complexidade de fatores que englobam a interacdo patogeno-
hospedeiro-ambiente, além das caracteristicas bidticas e abiodticas do solo que influenciam
direta e indiretamente o desenvolvimento dessas doencas (MICHEREFF et al., 2005a).

O controle dos fitopatdgenos de solo através de pesticidas quimicos ndo é usualmente
econdmico, tdo pouco tecnicamente viavel, fora a série de restricGes ambientais envolvidas
nessa estratégia. O controle biolégico também é limitado, tendo poucos antagonistas que
apresentam sucesso para se estabelecerem em um ambiente tdo competitivo como é o solo.
Diante destes pressupostos, a resisténcia genética da planta hospedeira € uma estratégia
extremamente Util no manejo de doencas causadas por fitopatdégenos habitantes do solo (LIMA;
ASSUNCAO; VALLE, 2005).

Objetivos do presente trabalho

Sabendo-se dos desafios de manejo e controle de doencgas radiculares causadas pelos

géneros Fusarium, Pythium e Phytophthora, o presente trabalho buscou:

Q) Caracterizar a diversidade dos patdgenos associados com a podridéo de raizes e
colo do pepino no Brasil;
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(i)

(iii)

Buscar fontes de resisténcia para Phytophthora capsici (um componente desse
complexo de patdgenos) em germoplasma de pepino;
Catalogar a variabilidade genética e molecular dentro grupo de agentes causais

depodridao de raizes e colo do pepino.
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CAPITULO 11

Diversidade de espécies de oomicetos associadas com podridao radicular e

tombamento em pepino (Cucumis sativus) no Brasil.
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RESUMO

A podrid&o radicular e tombamento sdo importantes doencas que afetam a cultura do pepino
(Cucumis sativus L.) e de outros membros da familia Cucurbitaceae. Na literatura, essas
doencas sdo atribuidas a um complexo de patdgenos, com especial destaque para 0s oomicetos
dos géneros Globisporangium, Pythium e Phytophthora. No entanto, pouco se sabe sobre quais
agentes causais estdo envolvidos nessas doencas e estudos de caracterizacdo molecular dessas
espeécies sao escassos no Brasil. De posse destas informacdes, este estudo teve como objetivo
efetuar a caracterizacdo molecular de oomicetos causadores de tombamentos e de podriddes
radiculares e de colo em pepino. No presente trabalho, uma colecdo de isolados de oomicetos
associados ao pepino foi obtida de plantas com sintomas de murcha, tombamento, podridao
radicular e podriddo de frutos, em cultivo protegido e no campo, em areas produtoras distintas.
Os isolados foram cultivados em meio de cultura V8 20% + &gar. Todos os isolados foram
patogénicos em plantas de pepino cultivar ‘Caipira’. O DNA total foi extraido de isolados
patogénicos e utilizado como molde para a amplificacdo via PCR de duas regides gendémicas
para isolados de Globisporangium/Pythium: o espacador transcrito interno (ITS) e o gene
codificador da subunidade da enzima citrocomo oxidase (cox2). Para os isolados de
Phytophthora foi usada apenas a informag&o de cox2. A identificagdo molecular dos isolados
foi realizada com base na filogenia dessas regides gendmicas. A comparacao das sequéncias de
nucleotideos e a analise filogenética dos oomicetos associados ao pepino indicou a presenca de
complexos de agentes causais, incluindo Phytophthora capsici, Globisporangium spinosum, G.
spledens e G. attrantheridium. Este é o primeiro relato desse complexo de patégenos causando
podridao radiculares e tombamentos em cultivares de pepino no Brasil.

Palavras-chave: Cucurbitaceae, podriddo de raiz, damping-off, Phytophthora capsici, Pythium

SPp.
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ABSTRACT

Root-rot and damping-off are important diseases of the cucumber crop (Cucumis sativus L.) and
other members of the family Cucurbitaceae. In the literature, these diseases are attributed to a
complex of pathogens, with special emphasis on oomycetes of the genera
Globisporangium/Pythium and Phytophthora. However, little is yet known about which causal
agents are involved in these diseases. In addition, the molecular characterization of these species
are scarce in Brazilian. With this information at hand, this study aimed to perform the molecular
characterization of oomycetes causing damping-off and root and crown rot in cucumber. In the
present work, a collection of isolates cucumber-associated oomycetes was obtained from plants
showing symptoms of wilting, damping-off, root rot, and fruit rot, in protected cultivation and
in the field, in distinct producing areas. The isolates were cultivated in 20% V8 culture medium
+ agar. All isolates were pathogenic in cucumber seedlings (cultivar ‘Caipira’). Total DNA was
extracted from pathogenic isolates and used as a template for the amplification via PCR of two
genomic regions for Globisporangium/Pythium isolates: the internal transcribed spacer (ITS)
and the gene coding for the subunit of the enzyme cytochrome-c- oxidase (cox2). Only the
genomic information of cox2 was used to characterize the Phytophthora isolates. The molecular
identification of the isolates was based upon the phylogeny of these genomic regions.
Comparison of the nucleotide sequences and the phylogenetic analysis of the cucumber-
associated oomycetes indicated the presence of complex of causal agents, including
Phytophthora capsici, Globisporangium spinosum, G. spledens, and G. attrantheridium. This is
the first report of this complex of pathogens causing root-rot and damping-off diseases in

cucumber cultivars in Brazil.

Keywords: Cucurbitaceae, root rot, damping-off, Phytophthora capsici, Pythium spp.
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1. INTRODUCAO

Muitas das espécies da familia Cucurbitaceae sdo hortalicas de elevada importancia
socioeconémica, sendo os seus frutos e sementes destinados a alimentagdo humana e animal
(REIS & FEITOSA, 2021). Os frutos do pepino (Cucumis sativus L.) sdo muito apreciados e
consumidos em todas as regides, apresentando uma grande importancia econdmica e social
dentro do agronegécio de hortalicas no Brasil, especialmente para pequenos produtores
(CARVALHO et al., 2013). O pepino apresenta diferentes segmentos varietais com varias
classificactes e com diferentes finalidades mercadolégicas (CARVALHO et al., 2013).

Aproximadamente 200 patdgenos afetam as cucurbitéceas, e destas, a grande maioria é
causada por fungos e oomicetos (FARR & ROSMMAN, 2020; REIS & FEITOSA, 2021;
ZITTER et al.,, 1996). Os principais oomicetos responsaveis por danos econémicos estao
classificados nos géneros Alburgo, Aphanomycetes, Bremia, Hyaloperonospora, Phytophthora,
Pasmopara, Pythium, Phytopythium, Peronospora e Pseudoperonosopra (KAMOUN et al,
2015; FEITOSA, et al., 2023). As podriddes radiculares e de colo da cultura do pepino e outras
cucurbitaceas sdo causadas por um complexo de patdgenos, dentre estes, destacam-se espécies
dos géneros Pythium e Phytophthora (LIMA & HENZ, 1997; CORREA et al., 2011). As
espécies de Pythium sdo favorecidas por condi¢bes de temperatura e umidade elevadas
(KUCHAREK 2000). Por sua vez, um subgrupo de espécies do género Phytophthora se
beneficia, de condi¢cdes ambientais com temperaturas mais elevadas (acima de 20°C) (YANG
et al., 2014). Além disso, um subgrupo distinto de espécies de Phytophthora esta mais bem
adaptado a temperaturas amenas situadas entre 12-22°C (ERWIN & RIBEIRO, 1996; HO,
1987).

A familia Peronosporaceae Oomycota é um grupo monofilético de patdgenos vegetais
com interacBes com as plantas hospedeiras do tipo biotréficas e hemibiotréficas (THINES &
CHOI 2016). Atualmente, a familia Peronosporaceae compreende 19 clados genémicos
(WINKWORTH et al., 2022), compreendendo cerca de 1.000 espécies, sendo mais de 300 delas
colocadas dentro do género Phytophthora (THINES & CHOI 2016; WINKWORTH et al.,
2022).

O género Phytophthora pertence ao Reino Stramenopliles, Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales, Familia Peronosporaceae (ROSKOV et al., 2016). O
género Phytophthora foi descrito pela primeira vez por Anton de Bary em 1876, tendo P.
infestans como espécie tipo, afetando atualmente uma ampla gama de plantas hospedeiras
(ERWIN & RIBEIRO, 1996; LUZ, 1996, LUZ et al., 2001; SANTOS et al., 2014). A murcha
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de Phytophthora é uma doenga com alto potencial destrutivo em cucurbitaceas, podendo evoluir
para a morte das plantas em um periodo muito curto. Em todos os hospedeiros, a doenga induz
falhas de germinacdo bem como o tombamento de plantulas durante a formagdo das mudas
(TOFOLI & DOMINGUES, 2018).

O género Pythium pertence ao Reino Straminiplina, Filo Oomicota, e foi descrito em
1858 por Pring-Shei, e hoje engloba aproximadamente 140 espécies, cujo suas identificagdes
geralmente baseadas em caracteristicas morfologicas (KAGEYAMA, 2014; PLAATS-
NITERINK, 1981). As espécies desse grupamento taxonémico sao alvos de constantes estudos
devido ao amplo nimero de hospedeiras e de sua disseminacdo geogréfica. Considerados
parasitas facultativos, sdo geralmente associados a sintomas nos tecidos de plantas mais jovens,
podriddes radiculares e de sementes, e em tecidos vegetais que tem contato direto com o solo
(BUSH et al., 2003; FEITOSA et al., 2023). Desde a sua descricdo, o género Pythium sofreu
inimeras mudancas de classificagdo taxonémica (UZUHASHI et al., 2010). Dentre as
tentativas de organizacéo taxondmica desse género, a mais aceita envolve a sua subdivisdo mas
ainda mantendo o género Pythium, porém tendo o surgimento de mais cinco novos géneros,
baseados em caracteristicas morfologicas e filogenéticas, sdo eles: Globisporangium,
Elongisporangium, Ovatisporangium e Pilasporangium (UZUHASHI et al., 2010). E seguindo
0S mesmos parametros, uma nova abordagem taxondmica (BALA et al., 2010) prop6s uma
subdivisdo adicional, resultando na criacdo do género Phytopythium Abad. (DE COCK et al.
2015). Esse género engloba espécies com caracteristicas que se assemelham bastante as do
género Phytophthora (para revisdo ver BARBOZA, 2020).

Varios estudos tém utilizado a informacdo derivada do DNA mitocondrial para
diferenciacdo de oomicetos. Os bancos de dados mais robustos englobam as sequencias
correspondentes a regido génica do gene codificador da subunidade 2 da enzima citocromo
oxidase ‘c’ subunidade II (cox2) presente no DNA mitocondrial. ITS e cox2 oferecem
informacdes filogenéticas que permitem evidenciar diferencas intraespecificas significativas,
sendo um dos mais recomendados para identificacé@o a nivel de espécie (CHOI et al., 2015). As
andlises de oomicetos usando a combinacéo de diferentes regides génicas, para nivel de género
(por exemplo ITS, LSU e cox1) combinadas as analises das regides cox2, nad9, Tub2, TigA
para nivel de espécies sdo suficientes para uma identificacdo confidvel dentro deste taxum
(CHEN et al., 2022; CROUS et al., 2021; PEREIRA, 2023).

Além de apresentar um elevado custo, 0 manejo quimico e cultural das doencas causadas
pelos oomicetos Pythium e Phytophthora é também tecnicamente de dificil implementacéo e

com baixa eficiéncia, principalmente pelo fato de se tratarem de organismos habitantes do solo
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e apresentarem uma alta capacidade de sobrevivéncia e uma ampla gama de hospedeiras (REIS
et al., 2023). De posse destas informacGes, o0 presente estudo teve como objetivo efetuar a
caracterizacdo molecular de oomicetos causadores de tombamentos e de podriddes radiculares

e de colo em Cucumis sativus.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Local dos estudos

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratorios de Fitopatologia e Melhoramento
Vegetal e nas casas de vegetacdo da Embrapa Hortalicas, localizada na zona rural da Ponte
Alta, em Brasilia-DF, a 15°56'00" latitude sul, 48°08'00" longitude oeste e altitude 997,6

metros.
2.2. Obtencéo e conservacao dos isolados

Os isolados fungicos foram retirados tanto da colecdo fungica do CNPH, quanto em
condigdes de campo, obtidos a partir de plantulas e frutos de pepino apresentando sintomas de
murcha, tombamento, podridao radicular e podriddo em frutos, em cultivo protegido e em
campo, em diversas regides produtoras de pepino (Tabela 1) e 1 isolado de berinjela (Solanum
melongena L.) que se mostrou promissor em bioensaios anteriores com alta agressividade. Para
o isolamento foi seguido o protocolo de isolamento indireto de microrganismos em Orgaos
lenhosos ou carnosos, descrito por Carollo e Filho (2016), retirando fragmentos das raizes,
passando pelo processo de desinfestacdo e por fim, depositados em meio seletivo para
oomicetos. Os isolados dos oomicetos da micoteca da Embrapa Hortalicas sdo mantidos
principalmente pelo método de conservacdo em 6leo mineral (BUEL & WESTON, 1947), e
todos foram recuperados desta colecdo em meio de cultura V8 20%-+agar.

Tabela 1. Isolados da colecdo da Embrapa Hortalicas classificados (via morfologia) como
Phytophthora e Globisporangium (Pythium) obtidos de pepino e berinjela, contendo o c6digo,

género, planta hospedeira, cidade/estado e ano de coleta.

Isolado Género Hospedeira Cidade/Estado Ano de Coleta
PCPE 16 | Phytophthora Pepino Brazlandia-DF 2023
PCPE17 | Phytophthora Pepino Brazlandia—DF 2023
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PN 22 Phytophthora Pepino Padre Bernardo—-GO 2021
PN 23 Phytophthora Pepino Padre Bernardo—-GO 2021
PCBE 23 | Phytophthora Berinjela Brazlandia-DF 2023
PYT 386 | Globisporangium | Pepino Bonito—PE 2011
PYT 728 | Globisporangium | Pepino Camocin de S. Felix—PE 2011
PYT 836 | Globisporangium | Pepino Cha Grande-PE 2019
PYT 837 | Globisporangium | Pepino Cha Grande—PE 2021

2.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de oomicetos

Os isolados foram submetidos ao processo de extracdo de DNA utilizando o método de
CTAB 2X, que utiliza solventes organicos, tais como alcool isoamilico e cloroférmio,
essencialmente como descrito (SAGHAI-MARROF et al. 1984; BOITEUX et al. 1999). A
identificacdo molecular dos isolados foi realizada com base na filogenia de sequéncias de duas
regides gendmicas para isolados de Globisporangium/Pythium: espacador interno transcrito do
DNA ribossomal nuclear (ITS) e o gene codificador da subunidade da enzima citrocomo
oxidase (cox2). Para os isolados de Phytophthora foi usada apenas a informacao de cox2. Para
amplificacdo do espacador transcrito interno (ITS) foi utilizado o par de primers: ‘ITS4” (5’—
GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) e“ITS5’ (3>~TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-
5”) (WHITE et al., 1990). Para a regido correspondendo ao gene codificador da segunda subunidade da
enzima citrocomo oxidase (cox2) foram utilizados os iniciadores de sintese: ‘PF34° (5>-GGC AAA
TGG GTT TTC AAG ATC C-3") e ‘PF35’ (5>-CCA TGA TTA ATA CCA CAAATT TCA
CTA-3’) (CHEN, et al., 2022; CROUS et al., 2021; HUDSPETH et al., 2000).

Todos os ensaios de PCR foram realizados utilizando termociclador Bio-Rad T100™
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Para amplificacdo da regido ITS, a PCR foi realizada a
preparacdo de um master mix contendo: 1,5uL. de DNA (30 ng/uL); 1.5 uL de MgCly, 1,0 uL
de cada primer (10 mM); 1uL de dNTPs (10 mM); 0.5uL. de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e
16,5 pL de agua Milli-Q, com volume da reagéo final de 25 pL (Caixeta et al., 2013). O ciclo
da PCR constitui-se da desnaturagéo inicial a 95 °C por 1 minuto; e 35 ciclos seguindo por
desnaturacdo inicial a 92 °C por 35 segundos, anelamento a 62°C por 55 segundos e extensao a

72 °C por 50 segundos, e por fim, um ciclo de extenséo final a 72 °C por 10 minutos.
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Para amplificacdo da regido cox2, a PCR foi realizada através da preparacdo de um
master mix contendo: 1,5 uLL de DNA (30 ng/ul); 1,5 uL de MgCly, 1,25 pL de cada primer (10
mM); 1 uL de dNTPs (10mM); 0,64 uL. de Taqg DNA polimerase (5 U/uL) e 14,36 uL de agua
Milli-Q, com volume da reacdo final de 25 uL (Caixeta et al., 2013). O ciclo da PCR constitui-
se da desnaturagé&o inicial a 96 °C por 4 minutos; e 35 ciclos seguindo por desnaturagéo inicial
a 96 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto,
e por fim, um ciclo de extenséo final a 72 °C por 10 minutos. Por fim, os produtos da PCR de
ambas as regides génicas foram purificados com o kit PureLink® PCR Purification (Invitrogen®,
CA, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. Os produtos contendo amplicons foram
separados em eletroforese em gel de agarose (1,5%), e a confirmacdo das concentracOes de
dsDNA foram quantificados em espectrofotdmetro NanoDrop® Lite (Tabela 2). E por fim,

levados ao Laboratorio de Gendmica da Embrapa Hortalicas para sequenciamento.

Tabela 2. Quantificacdo em NanoDrop® dos produtos de PCR das regides génicas ITS e cox2
para isolados Phytophthora e Globisporangium.

Isolado | ITS (ng/ul) | COX2 (ng/pl)
PCPE 16 9,3 7,3
PCPE17 7,8 6,4

PN 22 6,0 10,7

PN 23 5,8 10,4
PCBE 23 3,6 8,7
PYT 386 7,4 11,5
PYT 728 6,9 10,6
PYT 836 6,7 12,0
PYT 837 5,0 10,7

2.4. Analise filogenética

Os dados da regido ITS e do gene cox2 de oomicetos utilizados para compara¢do com
os isolados neste trabalho foram obtidos a partir de genomas de isolados de referéncia
depositados no GenBank. Os contigs de cada isolado foram construidos combinando as
sequéncias obtidas com os primers correspondentes no software SegMan (Lasergene®,
Madison, WI). As sequéncias dos isolados foram alinhadas no programa Geneious® 8.1.9
utilizando o algoritmo ClustalW. Os contigs foram ajustados manualmente para garantir que 0s

alinhamentos fossem mantidos de acordo com as sequéncias de referéncia. As analises
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filogenéticas foram realizadas utilizando Méxima Verossimilhanga (ML) e inferéncia
Bayesiana (Bl). Os dois métodos disponiveis como “plugins” do programa Geneious® 8.1.9
foram utilizados neste trabalho. Para ML os parametros utilizados foram: 1000 pseudoréplicas
(—-m GTRGAMMA -p 12345 -k -fa -N 1000 -x 12.345), modelo GTR GAMMA. Para o B,
inicialmente o melhor modelo de substituicdo evolutiva foi estimado pelo programa
MrModeltest 2.3, sendo definido como HKY85. Quatro algoritmos “Markov Chain Monte
Carlo” (MCMC) foram conduzidos por 107 geragdes, com amostragens a cada 1.000 geragoes.
A convergéncia de todos os parametros foi verificada utilizando o Tracer versdo 1.7

(RAMBAUT et al. 2018) e os primeiros 25% das gerac¢Ges foram descartados como burn-in.
2.5. Bioensaios de patogenicidade: Preparo do in6culo, inoculagdo e avaliagéo

A inoculacgdo foi realizada utilizando o método de suspensdo de zodsporos, em que 0S
isolados foram cultivados em placas de Petri ndo vedadas contendo meio V8 20% e submetidos
a um stress, levando-os a cdmara germinadora +28°C com fotoperiodo 12 horas luz/12 horas
escuriddo durante um periodo de 24 horas, e a temperatura ambiente sob luz constante, forgando
a producdo de zoosporangios (Figura 3). Nas placas contendo abundante esporulacdo (Figura
3) foram adicionadas 20 mL de &gua destilada esterelizada (ADE) e posteriormente deixadas
em refrigerador & temperatura de 6 °C durante = 2 horas, por conseguinte foram deixadas em
temperatura ambiente por 30 minutos, visando a liberacdo de zodsporos. A solucdo foi filtrada
em gaze dupla, em seguida foi retirada uma aliquota para ser aquecida, a fim de interromper a
motilidade dos zodsporos, permitindo a contagem em camara de Neubauer. A suspensdo foi
ajustada para 2 x 10* zodsporos/mL™t. Em seguida, as plantulas com = 14 dias apresentando o
inicio do langcamento do primeiro par de folhas verdadeiras, foram transferidas para vasos de
0,5 L contendo solo adubado estéril, e pipetados 3 mL™ de suspencdo no colo de cada plantula.
A avaliacdo dos sintomas foi feita a cada 48 horas. As plantulas que estavam tombadas e/ou
murchas/mortas, eram coletadas para re-isolamento, e as colénias do oomiceto obtidas foram

comparadas com as col6nias originais.
3. RESULTADOS
3.1. Patogenicidade em plantulas de pepino

Todos os isolados obtidos de pepino (e um de berinjela) classificados previamente (via
morfologia) como Phytophthora ou Globisporangium (= Pythium) se mostraram patogénicos

em bioensaios envolvendo inoculagdo controlada de plantulas de pepino cultivar ‘Caipira’,
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complementando assim o postulado de Koch.

Figura 1. Plantulas de pepino, dois dias apos a inoculagdo, apresentando sintomas de estrangulamento
do colo e tombamento causado por Phytophthora capsici isolados PCPEL7. (a) e PCBE 23 (b).
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3.2. Amplificagdo das regifes ITS e cox2 dos isolados de oomicetos associados
com o pepino
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Os produtos de PCR resultaram em uma Unica banda de cada regido, mostradas em gel

de agarose (1,5%) variando entre 400~1000 pb dependendo da regido genémica amplificada
(Figuras 2 e 3).

Figura 2. Amplificacdo da regido ITS (5.8S) dos isolados de Phytophthora e Globisporangium

(Pythium) obtidos de pepino e berinjela utilizando os primers 1TS4 e ITS5 (WHITE et al., 1990).
Utilizando o marcador 1Kb Ladder Plus®.
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Figura 3. Amplificacdo da regido cox2 dos isolados de Phytophthora e Globisporangium obtidos de

pepino e berinjela, utilizando os primers ITS4 e ITS5. Utilizando o marcador 1Kb Ladder Plus®.
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Figura 4. Crescimento de Phytophthora capsici em placa de Petri em meio VV8+agar (a); Esporangios
abundantes (ampliado 8x) apds periodo de trés dias (b); Zoosporangio liberando zodsporos apés as
placas serem submetidas a baixa temperatura (c).

3.3. Analises moleculares de isolados de pepino previamente alocados para o
género Phytophthora.

A comparacdo das sequéncias de nucleotideos dos isolados foi realizada através do
algoritmo BLASTn com as sequéncias ITS e cox2 dos isolados de pepino previamente
identificados como pertencentes ao género Phytophthora. Os isolados obtidos no presente
trabalho foram entdo comparados com isolados relacionados disponiveis no banco de dados do

NCBI/GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Estas analises via BLAST (Tabelas 3 e 4)
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para as duas regides gendmicas revelaram identidades variando entre 95,54-100 % com ex-

type strain (isolado de referéncia) de Phytophthora capsici (NR_147863). A analise

filogenética foi conduzida apenas com o gene cox2 confirmaram a alocacao desses isolados no

clado de P. capsici (Figuras 5).

Tabela 3. Resultado das comparag6es no banco de dados do NCBI da regido ITS para isolados

Phytophthora e Globisporangium (Pythium) obtidos de pepino e berinjela

Isolado Espécie Query Identidade (%0)
Cover

PCPE 16 Phytophtora capsici 100 100
PCPEL17 Phytophtora capsici 100 100

PN 22 Phytophtora capsici 100 95,54

PN 23 Phytophtora capsici 97 94,62
PCBE 23 Phytophtora capsici 100 100
PYT 728 | Globisporangium attranteridium 100 92,23
PYT 386 Globisporangium spinosum 100 100
PYT 836 Globisporangium splendens 100 98,29
PYT 837 Globisporangium splendens 100 99,62
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Figura 5. Arvore de méaxima verossimilhanca inferida a partir dos alinhamentos do gene codificador da
cytochrome-c oxidase subunit 2 (cox2) de isolados de pepino previamente alocados para 0 género
Phytophthora. Valores de suporte de bootstrap (> 50) e valores de probabilidade posterior bayesiana (>
0,50) sdo indicados nos nds. Os isolados gerados neste estudo foram indicados em fonte vermelha. Os
numeros dos acessos do GenBank sdo mostrados ao lado do binomial latino. A arvore esté enraizada no
ponto médio. A barra de escala indica o nUmero estimado de substituicdes por site. Os isolados estdo
codificados conforme Tabela 1. O isolado de referéncia de Bremia lactucae (NC_040179) foi utilizado

como outgroup.
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3.4. Analises moleculares de isolados de pepino previamente alocados para o
género Globisporangium (=Pythium)

Analises via BLAST foram conduzidas com as sequéncias das regides ITS e cox2 dos
isolados de pepino previamente identificados como pertencentes ao género Globisporangium
(= Pythium) com isolados relacionados disponiveis no GenBank. Entre os isolados previamente
identificados como  Globisporangium (Pythium) foram detectadas as espécies:
Globisporangium spinosum (= Pythium spinosum) para o isolado PYT386; G. spledens (=
Pythium spledens) para os isolados PYT836 e PYT837 e G. attranteridium para o isolado
PYT728 (Tabelas 3 e 4). Estas analises via BLAST (Tabelas 3 e 4) revelaram para as duas
regides genomicas revelaram identidades variando entre 95,54—100 % com com 0s ex-type
strains de P. attrantheridium (AY286014), Globisporangium spinosum (MT539127) e G.
spledens (AY 598655). As identidades desses isolados Globisporangium foram ainda validadas
em analises filogenéticas com sequéncias de referéncia de espécies relacionadas disponiveis no
GenBank. A arvore filogenética agrupou os isolados de pepino com os isolados de referéncia
com suportes adequados (Figuras 6 e 7), confirmando a alocacéo e a identidade dos isolados
nos respectivos clados. Amostras voucher desses isolados serdo depositadas em colecdes de

referéncia.

Tabela 4. Resultado das comparag6es no banco de dados do NCBI da regido cox2 para isolados

de Phytophthora e Globisporangium (Pythium) obtidos de pepino e berinjela

Isolado Espécie Query Cover (%) | Identidade (%)
PCPE 16 Phytophtora capsici 99 100
PCPE17 Phytophtora capsici 100 100

PN 22 Phytophtora capsici 99 99,01

PN 23 Phytophtora capsici 99 99,91
PCBE 23 Phytophtora capsici 99 99,27
PYT 386 Globisporangium spinosum 99 98,37
PYT 728 | Globisporangium attranteridium 100 96,54
PYT 836 Globisporangium splendens 99 99,81
PYT 837 Globisporangium splendens 99 99,44
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Figura 6. Arvore de maxima verossimilhanca inferida a partir dos alinhamentos da regifo ITS de
isolados de pepino previamente alocados para o género Globisporangium (= Pythium). Valores de
suporte de bootstrap (> 50) e valores de probabilidade posterior bayesiana (> 0,50) sdo indicados nos
nos. Os isolados gerados neste estudo foram indicados em fonte vermelha. Os ndmeros dos acessos do
GenBank sdo mostrados ao lado do binomial latino. A arvore esté enraizada no ponto médio. A barra de
escala indica 0 nimero estimado de substituicBes por site. Os isolados estdo codificados conforme

Tabela 1. O isolado de referéncia de Phytophthora capsici (NR_147863) foi utilizado como outgroup.

AYS598700 Globisporangium_kunmingense
MT539123 Globisporangium spinosum
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PYT_837
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AY286014 Pythium attrantheridium
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— AY083936 Pythium intermedium
NR_147863 Phytophthora capsici
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Figura 7. Arvore de maxima verossimilhanca inferida a partir dos alinhamentos do gene codificador

da cytochrome-c oxidase subunit 2 (cox2) de isolados de pepino previamente alocados para o género

Globisporangium (= Pythium). Valores de suporte de bootstrap (> 50) e valores de probabilidade

posterior bayesiana (> 0,50) sdo indicados nos nés. Os isolados gerados neste estudo foram indicados

em fonte vermelha. Os nimeros de acesso do GenBank sdo mostrados entre parénteses. A arvore esta

enraizada no ponto médio. A barra de escala indica o nimero estimado de substitui¢bes por site. Os

isolados estdo codificados conforme Tabela 1. O isolado de referéncia de Phytophthora capsici
(NC_063804) foi utilizado como outgroup.
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4. DISCUSSAO

Bioensaios de inoculagdo bem como a comparagdo das sequéncias de nucleotideos e
analises filogenéticas das regifes ITS e cox2 dos oomicetos associados a tombamentos e
podriddes radiculares do pepino indicaram a presenca de um complexo de agentes causais,
incluindo: Phytophthora capsici, Globisporangium spinosum, G. spledens e G.
attrantheridium.

A espécie Phytophtora capsici (LEONIAN, 1922; ALIZADEH & TSAO, 1998; TSAO,
1991; MCHAU & COFFEY, 1995) é um patdgeno cosmopolita, estando amplamente
distribuida em todas as regides do Brasil e comumente associada com hortalicas das familias
Curcurbitaceae (C. melo, C. sativus e espécies de Cucurbita); Fabaceae (Phaseolus vulgaris) e
Solanaceae (Solanum melongena, S. aethiopicum var. gilo, Capsicum annuum, Capsicum spp.
e S. lycopersicum) (FARR & ROSSMAN, 2022; REIS et al., 2018; REIS & HENRIQUE, 2007;
SANTOS et al., 2014). Os sintomas em plantas, independente da espécie, podem se manifestar
em qualquer estagio fenoldgico (HUNG-WAN & LIEW, 2020). No presente trabalho, plantulas
de pepino foram severamente afetadas por isolados deste patdgeno. Os sinais do patdgeno
podem aparecer em varios Orgaos, e condicdes de temperaturas entre 25~28°C aliadas a
humidade relativa do ar acima de 80% favorecem o patégeno podendo causar grandes
epidemias, que podem levar a perdas de até 100% da producdo se a infeccdo ocorrer no inicio
das estacOes que a favorecem (GANDARIASBEITIA etal., 2019; LIU et al., 2014). O patégeno
possui hifas cenociticas, que apresentam crescimento estelares em meio de cultivo V8+agar,
esporangios caducos, papilados, elipsoides ou obovdides; pedicelos longos; heterotalicos
apresentando dois grupos de compatibilidade Al e A2, ambos sdo necessarios se encontrar na
natureza ou em laboratério para que ocorra a reproducdo sexuada (LAMOUR et al., 2012;
SANTOS et al., 2014). Este oomiceto é um patdgeno hemibiotréfico, iniciando no estilo
biotrofico para, em seguida, alterar para um estagio necrotrofico (JUPE et al., 2013). A alta
umidade do solo favorece a germinacdo direta dos o6sporos ou dos esporangios. O patdgeno
pode penetrar no hospedeiro suscetivel diretamente através do tubo germinativo gerado pelos
olsporos/esporagios, ou através dos zodsporos produzidos a partir dos esporangios. Estes
zoosporos sao biflagelados e sdo atraidos para superficie do hospedeiro através de sinais
quimicos ou eletrostaticos (FAWKE et al., 2015; SALTOS et al., 2022). Desta forma, podemos
considerar P. capsici como uma potencial ameaca para o cultivo sustentavel do pepino no
Brasil.

A espécie Globisporangium splendens (Hans Braun) Uzuhaski, Tojo & Kakish (=
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Pythium splendens) tem sido registrado como um dos patdgenos responsaveis por causar
podriddes em solanaceas e cucurbitaceas. E também um patdgeno favorecido por altas
temperaturas (25~30°C) e umidade relativa do ar superiores a 80%, onde a doenca prevalece
em estacOes chuvosas em comparacio as outras estagdes (EWAD, 2020; TOFOLI et al., 2019;
VAFA et al., 2024). No Brasil, esse patdgeno ja foi reportado nos estados do Parana,
Pernambuco, Rio de Janeiro e no Distrito Federal, causando doenga nos cultivos de feijdo
vagem (Phaseolus vulgaris L.), meldo (Cucumis melo), cebolinha (Allium schoenoprasum),
quiabo (Abelmoschus esculentus) e tomateiro (Solanum lycopersicum) (BARBOZA, 2020).
Desta forma, de acordo com o0 nosso conhecimento, o presente trabalho é o primeiro relato deste
oomiceto afetando o cultivo do pepino no Brasil. A nivel mundial, isolados desse patégeno ja
em sido reportado em causando damping-off em pepino no Sultanato de Oma (AL-SA’DI et al.,
2007).

Estudos prévios de viruléncia e agressividade de isolados de Globisporangium
spinosum (= Pythium spinosum) mostraram que esta € uma das espécies mais agressivas e de
mais dificil manejo (TOPOREK & KEINATH, 2020). Os danos provocados por patdégeno séo
severos em espécies de cucurbitaceas (incluindo o pepino) especialmente quando a infecgédo
ocorre ainda na fase de plantulas. Isolados de G. spinosum mesmo em baixas concentra¢des de
indculo (10 g/kg de solo) exibiram altos niveis de agressividade ap6s cerca de trés semanas de
inoculacdo em mudas de pepino (GHARIEB et al., 2020); além de interferir significativamente
na taxa de germinacdo das sementes inoculadas (p >0,001). Caracteristicas morfologicas
incluindo a forma de esporangios, oogonias e anteridios fazem parte da caracterizacdo de
isolados de G. spinosum, além da utilizacdo de ferramentas moleculares para maior precisdo na
identificacdo de espécies. Com base em recentes estudos filogenéticos, Pythium spinosum
passou a ser descrito como G. spinosum. Este patdgeno apresenta oogdnias intercalares
ornamentadas (“espinhosas”) com didmetro médio de 20 um e com multiplos anteridios
(HENDRICKS & ROBERTS, 2015). As principais espécies de Cucurbitaceae cultivadas
apresentam elevada suscetibilidade a isolados de espécies de Pythium. Pesquisas recentes
apontam a recuperagdo frequente de G. spinosum em cucurbitaceas sob condigdes de
temperaturas mais amenas (TOPOREK & KEINATH, 2020b). No Brasil, a ocorréncia deste
patogeno ainda é reduzida, demandando investigacdes mais intensas. Até o presente momento
relatos de isolados de G. spinosum estéo restritos a regides de clima ameno de Santa Catarina
(regido Sul) e S&o Paulo (regido Sudeste) (BARBOZA 2020). A nivel mundial, isolados desse
patdgeno estdo geograficamente bem disseminados ja tendo sido reportados causando damping-
off em pepino no Sultanato de Oma (AL-SA’DI et al., 2007), Estados Unidos (GenBank
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MT222931.1), Israel (GenBank MF116303.1) e na Italia (GenBank MN988850.1).

O oomiceto Globisporangium attrantheridium foi identificado pela primeira vez como
um patogeno vegetal induzindo lesdes do tipo cavidade em cenouras (ALLAIN-BOULE et al.,
2004). Do mesmo modo, foi associado a lesdes marrons nas pontas das raizes de mudas de
milho e soja (BRODERS et al., 2007). Mais recentemente, 0 sequenciamento completo do
genoma e analise filogendmica de espécies de Pythium confirmaram a transferéncia deste taxum
de P. attrantheridium para G. attrantheridium (NGUYEN et al. 2022). Morfologicamente, 0s
isolados de G. attrantheridium produzem esporangios globosos, intercalares, as vezes terminais
ou adjacentes, seus zoOsporos sdo encistados e apresentam oo6sporos do tipo pleréticos,
raramente apleréticos em oogonias (CHU et al. 2022). A espécie G. attrantheridium também
tem sido relatada afetando o sistema radicular de plantas perenes, causando o tombamento e a
mortalidade de plantulas (REINHART et al. 2010). Mais recentemente, esse oomicieto foi
identificado causando podriddo radicular em Gynostemma pentaphyllum no Vietnam (CHU et
al. 2022). Esta planta € uma liana (cipd ou trepadeira lenhosa) perene também da familia
Cucurbitaceae. No entanto, de acordo com 0 nosso conhecimento, esse € o primeiro relato desta

espécie infectando plantas do género Cucumis a nivel mundial.
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Busca por fontes de resisténcia a podridao de colo (Phytophthora

capsici) em germoplasma de pepino
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RESUMO

Estresses bioticos sdo responsaveis por reducdes significativas na producdo de pepino
(Cucumis sativus L.) em diferentes regides do mundo. A podridao de colo e tombamento
sdo importantes doencas que afetam a cultura do pepino e de outros membros da familia
Cucurbitaceae em diferentes regides do mundo. No pepino essa doenca é induzida por
um complexo de espécies de Phytophthora, incluindo, P. capsici e P. melonis. No Brasil,
esta doenca apresenta etiologia complexa sendo causada por P. capsici e trés espécies de
Globisporangium = Pythium. Dentro deste complexo, a podriddo de colo induzida por P.
capsici merece destaque por ser uma doenca com alto potencial destrutivo. No entanto,
poucos trabalhos foram conduzidos na busca por fontes de resisténcia a P. capsici na fase
de plantulas, que é a principal manifestacdo da doenca nas condi¢fes brasileiras. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar uma colecdo de germoplama de
pepino visando identificar potenciais fontes de resisténcia para isolados de P. capsici na
fase de pléantulas. Os dois isolados utilizados foram identificados previamente como
Phytophthora capsici. A caracterizagcdo molecular dos isolados foi realizada com base na
filogenia de sequéncias do gene cox2. A avaliacdo dos sintomas foi feito respeitando o
periodo de incubacdo da doenca, de 48 horas, e as avaliacbes foram realizadas cada 24
horas durante sete dias, as plantulas que estavam tombadas e/ou murchas/mortas, eram
retiradas para reisolamento, e as colénicas do oomiceto obtidas foram comparadas com
as colbnias originais. As analises estatisticas foram realizadas através do software R.
Foram analisados os indices de incidéncia da doenca para cada acesso fazendo uso de
analises descritivas. Os acessos CNPH-008, CNPH-0104, CNPH-0154, CNPH-0160 e
CNPH-0342L apresentaram respostas estaveis de resisténcia em plantula e podem
representar importantes fontes de resisténcia para programas de melhoramento. Alguns
destes acessos ja variedades comerciais, podendo, desta forma, ter uso imediato

especialmente em areas com historico de infestagéo por P. capsici.

Palavras chave: melhoramento, oomiceto, Phytophthora, plantulas.
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ABSTRACT

Biotic stresses are responsible for significant reductions in cucumber (Cucumis sativus
L.) production in different regions of the world. Collar rot and damping-off are important
diseases that affect cucumber crops and other members of the Cucurbitaceae family in
different regions of the world. In cucumber, this disease is induced by a complex of
Phytophthora species, including P. capsici and P. melonis. In Brazil, this disease has a
complex etiology being caused by P. capsici and three species of Globisporangium =
Pythium. Within this complex, collar rot induced by P. capsici deserves special highlight,
as it is a disease with high destructive potential. However, few studies have been
conducted in the search for sources of resistance to P. capsici at the seedling phase, which
Is the main manifestation of the disease in Brazilian conditions. In this context, the
objective of the present work was to evaluate a collection of C. sativus germplasm in
order to identify potential sources of resistance for P. capsici isolates at the seedling stage.
The two isolates used were previously identified as Phytophthora capsici. Molecular
characterization of the isolates was conducted based on the phylogeny of sequences from
the cox2 gene. Symptom assessment was carried out respecting the disease's incubation
period of 48 hours, and evaluations were performed every 24 hours for seven days.
Seedlings that were wilted and/or dead were removed for re-isolation, and the resulting
oomycete colonies were compared with the original colonies. Statistical analyses were
performed using R software. Disease incidence indices were analyzed for each accession
using descriptive analyses. Accessions CNPH-008, CNPH-0104, CNPH-0154, CNPH-
0160, and CNPH-0342L showed stable “juvenile” resistance responses and may
represent important sources of resistance for breeding programs. Some of these
accessions are already commercial varieties and can, therefore, be used immediately,

especially in areas with a history of infestation by P. capsici.

Keyworks: Breeding, oomycete, Phytophthora, seedlings.
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1. INTRODUCAO

O pepino (Cucumis sativus L.) é uma cultura de grande importancia econémica e
bioldgica pertencente a familia Cucurbitaceae, nativa do sul do Himalaia (NAEGELE &
WEHNER, 2017). Seu alto consumo e valor de mercado se devem a qualidade nutricional
dos frutos, contendo fibras, célcio, ferro, multivitaminas, cucurbitacina-C, diacido
propanol e outras substancias indispensaveis na dieta humana (LI et al., 2015). A de
polissacarideos e flavonoides nos frutos conferem propriedades antioxidantes capazes de
eliminar radicais livres (SHI et al. 2010; HE et al., 2011). Além disso, algumas variedades
tém sido empregadas como matéria prima na industria farmacéutica visto que a
cucurbitacina-C apresenta propriedades anti-herpética, anti-inflamatéria e acdo citotdxica
frente a linhagens celulares tumorais (YANG et al., 2005; ZHANG et al., 2012).

Estresses bidticos e abidticos sdo responsaveis por reducdes significativas na
producdo de pepino em diferentes regides do mundo (DAS et al., 2022). Os fungos e
oomicetos fitopatogénicos estdo entre um dos principais fatores bi6ticos causando cerca
de 10-20% das perdas. Com isso, a necessidade de maiores estudos sobre a aplicacdo de
estratégias integradas no melhoramento de cultivares da cultura para triagem de linhagens
resistentes ou tolerantes doenca (WANG et al., 2015). Em cucurbitaceas, oomicetos
causam a podridd@o de colo, de hastes e de frutos, podendo induz falhas de germinagéo
bem como o tombamento de plantulas durante a formagdo das mudas (TOFOLI &
DOMINGUES, 2018).

A podriddo de colo e tombamento sdo importantes doencas que afetam a cultura
do pepino e de outros membros da familia Cucurbitaceae em diferentes regiées do mundo
(BABADOOST, 2016; KAUR & SHARMA, 2022; REIS et al., 2023). No pepino essa
doenca é induzida por um complexo de espécies de Phytophthora, incluindo, P. capsici
(REIS et al., 2018) e P. melonis (HASHEM I et al., 2019; HASHEMI et al., 2020; NASR-
ESFAHANI et al., 2020; NNEMATI & BANIHASHEMI, 2015; WU et al. 2014).

Fontes de resisténcia para P. capsici na fase de plantulas tém sido detectadas em
Cucurbita moschata, Cucurbita pepo e outras espécies de Cucurbita (CHAVEZ et al.,
2011; KRASNOW etal., 2017; PADLEY et al., 2008) e meldo (DONAHOO et al., 2013;
PAZ-LIMA et al., 2005; PONTES et al., 2014). Fontes de resisténcia a P. capsici na fase
de frutos tém sido detectadas em germoplasma de Cucurbita (GRANKE et al., 2012;
KRASNOW et al., 2014), meldo (GRANKE et al., 2012; ANDO et al., 2015) e em pepino
(ANDO et al., 2009; COLLE et al., 2014; GEVENS et al., 2006; GRANKE et al., 2012).
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Avancos no melhoramento de pepino para resisténcia a P. capsici na fase frutos
tém sido mais intensos. Cultivares de pepino com resisténcia na fase de frutos tém sido
liberadas pelos programas de melhoramento genético (GRUMET & COLLE, 2017),
associacdo via transcritoma de genes expressos em frutos (MANSFELD et al., 2017;
MANSFELD et al., 2020) bem fatores genéticos controlando este tipo de resisténcia ja
foram mapeados no gemoma de pepino (LIN et al., 2023).

Estudos empregando bioensaios e anélise molecular com isolados de oomicetos
afetando o pepino nas condicgdes brasileiras (ver capitulo 3 da presente Dissertacéo)
permitiu a elucidar a presenca de um complexo de agentes causais da podridao de colo e
tombamento nesta hortalica, incluindo P. capsici, Globisporangium spinosum (= Pythium
spinosum), G. spledens (= Pythium spledens) e G. attrantheridium (= Pythium
attrantheridium). A presenca deste complexo patogénico pode representar um enorme
obstaculo no desenvolvimento de cultivares melhoradas de pepino, exigindo a
identificacdo de fontes de resisténcia genética de amplo espectro.

Dentro deste complexo, a murcha de P. capsici merece destaque por ser uma
doenca com alto potencial destrutivo, podendo afetar também os frutos (QUESADA-
OCAMPO et al., 2023; SANOGO et al., 2023). O germoplasma de pepino representa um
extraordinario recurso na busca de fatores de resisténcia contra uma expressiva gama de
patdégenos (NAEGELE & WEHNER, 2017; WANG et al., 2018; GRUMET et al., 2021).
No entanto, poucos trabalhos foram conduzidos na busca por fontes de resisténcia a P.
capsici na fase de plantulas, que é a principal manifestacdo da doenca nas condicdes
brasileiras. Neste contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar uma colecéo de
germoplama de Cucumis sativus visando identificar potenciais fontes de resisténcia para
isolados de P. capsici que € uma das principais e mais destrutivas espécies componentes

deste complexo de oomicetos habitantes do solo.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratérios de Fitopatologia e Melhoramento
Vegetal e nas casas de vegetacdo da Embrapa Hortalicas, localizada na zona rural da
Ponte Alta, em Brasilia-DF, a 15°56'00" latitude sul, 48°08'00" longitude oeste e altitude
997,6 m.
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2.2. Obtencéo e conservacao dos isolados

Os isolados fungicos foram retirados tanto da colecdo do CNPH, quanto em
condigdes de campo, obtidos a partir de plantulas de pepino apresentando sintomas de
murcha, tombamento, podridao radicular em campo, em propriedades produtoras de
pepino (Tabela 1) e um isolado obtido de berinjela (Solanum melongena L.). Para o
isolamento foi seguido o protocolo de isolamento indireto de microrganismos em 6rgéos
lenhosos ou carnosos, retirando fragmentos das raizes, passando pelo processo de
desinfestacdo e por fim, depositados em meio seletivo para oomicetos. Os isolados foram

recuperados desta colecdo em meio de cultura V8 20% + agar.
2.3. Caracterizacdo dos isolados de Phytophthora

Os dois isolados foram identificados previamente como Phytophthora capsici A
caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada com base na filogenia de sequéncias

do gene cox2 (ver capitulo 3 dessa dissertacao)
2.4. Preparo do indculo, producdo de mudas e inoculacéo

O preparo das mudas foi feito em bandejas de polietileno contendo substrato
Bioplant Plus®, com suplementacio utilizando o fertilizante Osmocote® colocando 2
sementes por célula. O semeio foi realizado com um intervalo de 7 dias, por conseguinte
as bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas duas vezes ao dia. O
experimento foi realizado em duas etapas, a primeira em mudas apresentando dois pares
de folhas verdadeiras em 55 acessos do banco de germoplasma de pepino do CNPH
(Tabela 2). Na segunda etapa, foram avaliados 21 acessos (previamente avaliados) para
a reacao contra os dois isolados de P. capsici (Tabela 1) com dois estagios vegetativos
(1 e 2 pares de folhas verdadeiras). A inoculacdo de ambos os experimentos foi realizada
utilizando o método de suspensdo de zodsporos seguindo a metodologia descrita
(REISFSCHNEIDER et al., 1986), em que os isolados foram cultivados em placas de
Petri ndo vedadas contendo meio V8 20% e submetidos & um stress, levando-os a cdmara
germinadora +28°C com fotoperiodo 12 horas de luz/12 horas de escuriddo durante 24
horas, e a temperatura ambiente sob luz constante, for¢cando a producédo de zoosporangios
e induzindo abundante esporulagéo (Figura 1-D). As estas placas foram adicionadas 30
mL™ de ADE e posteriormente levadas a temperatura de 6 °C durante = 2 horas, por

conseguinte foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos afim de forcar a
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producdo e liberacdo dos zodsporos (Figura 1E). A solucéo foi filtrada em gaze, e em
seguida foi retirada uma aliquota para ser aquecida, a fim de suprimir a motilidade dos
zoosporos para permitir contagem na cAmara de Neubauer.

A soluco foi ajustada para 2 x 10* conidios/mL™, em seguida as plantulas com =
7 dias ap0s a emergéncia, apresentando o inicio do lancamento do primeiro par de folhas
verdadeiras, e as mudas com =14 dias apresentando o inicio do langamento do primeiro
par de folhas verdadeiras, foram transferidas para vasos de 0,5 L contendo solo adubado

estéril, e pipetados 3 mL de suspencdo no colo cada plantula.

Tabela 1. Isolados de Phytophthora capisici obtidos da cole¢do do CNPH, contendo o

codigo, género, hospedeiro, cidade e/ou estado, e ano de coleta.

Isolado | Espécie Hospedeiro | Cidade/Estado | Ano
PCPE17 | Phytophthora | Pepino Brazlandia-DF | 2023
PCBE Phytophthora | Berinjela Brazlandia-DF | 2023

Figura 1. Crescimento com formato estelar de Phytophthora capsici em meio V8 (a); Massa de
esporangios (b); Crescimento simpodial do esporangioforo (c); Esporangio papilado (d);
Esporangio no momento de liberacdo de zo6sporos apés o periodo de stress luminoso e mudanca
de temperatura (€); Esporangio vazio ap6s a liberacao dos zodsporos (f).
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Tabela 2. Acessos de pepino avaliados no experimento 01 obtidos do banco de germoplasma do CNPH.

CNPH-0002 CNPH-0176 CNPH-0790 CNPH-1062 Pepino Caipira (Cascalho Rico) F2
CHPH-0008 CNPH-0180 CNPH-0796 CNPH-1063 Pepino Japonés (Cascalho Rico) F2
CNPH-0104 CNPH-0183 CNPH-0798 CNPH-1104 Natsu-no-Kagayaki F1 — TopSeed
CNPH-0147 CNPH-0196 CNPH-0799 CNPH-1107 Porta enxerto Seishin Eagle
CNPH-0151 CNPH-0342 L CNPH-0800 CNPH-0706 L Curumin (lote 5109)

CNPH-0153 CNPH-0655 CNPH-0975 Robusto F1 — TopSeed LLGO1+LLGO02

CNPH-0154 CNPH-0661 L CNPH-0976 Kouki F1 — TopSeed CNPH-AC761

CNPH-0155 CNPH-0705 CNPH-0983 Murayama F1 — TopSeed CNPH-AC769

CNPH-0160 CNPH-0706 CNPH-0999 Tikara F1 — TopSeed CNPH-AC814

CNPH-0169 CNPH-0707 CNPH-1007 Katana F1 — Horticeres HS-1020 Hib. Horticeres
CNPH-0174 CNPH-0788 CNPH-1061 Aladdin F1 — TopSeed Zebu F1 SUPERSEED

Tabela 3. Acessos de pepino avaliados no segundo experimento, obtidos do banco de germoplasma do CNPH, contendo o codigo de identificacdo

e/ou 0 nome comercial.

CNPH-0008 CNPH-0154 CNPH-0183 CNPH-0798 |CNPH-1007 |Robusto F1 — TopSeed
CNPH-0104 CNPH-0160 CNPH-0342 L |CNPH-0800 |CNPH-1061 |Aladdin F1 — TopSeed
CNPH-0147 CNPH-0174 CNPH-0655 CNPH-0976 |CNPH-1097 |Kouki F1 — TopSeed
CNPH-0153 CNPH-0180 CNPH-0705 CNPH-0999 |CNPH-1104
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O critério de avaliagdo dos sintomas foi feito segundo recomendacdes previas
(REIS et al., 2018), respeitando o periodo de incubacdo da doenca, de 48 horas, e as
avaliacOes foram realizadas cada 24 horas durante sete dias, as plantulas que estavam
tombadas e/ou murchas/mortas, eram retiradas para reisolamento, e as colbnicas do
oomiceto obtidas foram comparadas com as colbnias originais. As analises estatisticas
foram realizadas atraves do software R. Foram analisados os indices de incidéncia da
doenca para cada acesso fazendo uso de andlises descritivas. O delineamento
experimental da primeira analise foi inteiramente casualizado, com trés blocos, duas
repeticdes, um tratamento. O segundo experimento seguiu 0 delineamento inteiramente
casualizado, trés blocos e duas repeticdes com dois tratamentos, sendo cada tratamento

um estagio vegetativo diferente em 21 acessos.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final da avaliacao do primeiro experimento foram obtidos os seguintes acessos
com promissores niveis de resisténcia: Robusto F1, CNPH-1107, CNPH-1061, CNPH-
1007, CNPH-0999, CNPH-976, CNPH-0800, CNPH-0798, CNPH-0705, CNPH-0655,
CNPH-0342L, CNPH-0183, CNPH-0180, CNPH-0169, CNPH-0160, CNPH-0154,
CNPH-0153, CNPH-0104, CNPH-008 e Aladdin F1-Topseed (Figura 2). Os acessos
CNPH-1063, CNPH-0799, CNPH-0707, CNPH-0788 e CNPH-0155, obtiveram
menores indices de incidéncia devido a demora na manifestacdo dos sintomas, porém ao
final da avaliacdo estes acessos também morreram, conferindo o resultado final como
suscetivel. De acordo com o levantamento realizado por Ferreira et al. (2015), ndo ha
registro de cultivares comerciais com resisténcia do tipo imunidade a P. capsici no Brasil.
Desta forma, um novo ensaio foi conduzido para confirmar os niveis de resisténcia

observados neste ensaio.
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Figura 2. Resultado do experimento 01, com mudas apresentando 2 pares de folhas verdadeiras,
o grafico mostra dos niveis de incidéncia em cada acesso.
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No segundo experimento, os acessos CNPH-008, CNPH-0104, CNPH-0154,
CNPH-0160 e CNPH-0342L apresentaram resisténcia em ambos 0s estagios
fisioldgicos. Os acessos Aladdin F1, CNPH-0153, CNPH-0160, CNPH-0180, CNPH —
0183, CNPH-0655, CNPH-0705, CNPH-0798, CNPH-0800, CNPH-0976, CNPH-
0999 e CNPH-1007 apresentaram resposta do tipo resisténcia somente quando inoculadas
em plantulas com dois pares de folhas verdadeiras, enquanto no estadio de um par de
folhas verdadeiras destes acessos se mostraram altamente suscetiveis (Figura 3).
Respostas de resisténcia diferenciadas de acordo com a idade da planta tém sido
reportadas na literatura para diferentes patossistemas envolvendo isolados de P. capsici
(ANDO et al., 2009; ANDO et al., 2015; GEVENS et al. 2006; MANSFELD et al. 2017;
MANSFELD et al. 2020; REIFSCHNEIDER et al., 1992; PAZ-LIMA et al., 2005).

Os demais acessos apresentaram uma estabilidade fenotipica, exceto pelo acesso
Robusto F1, que no segundo experimento se apresentou suscetivel em ambos os estagios
vegetativos, 0 que pode mostrar que no primeiro experimento possa ter havido um
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possivel escape para este Unico acesso em questdo. E valido salientar que todos os acessos

se comportaram da mesma maneira para os isolados (PCPE17 e PCBE 23).

Figura 3. Resultado do experimento 02, com mudas apresentando um e dois pares de folhas

verdadeiras, o grafico mostra dos niveis de incidéncia em ambos 0s estagios para cada acesso.

INCIDENCIA

ACESSOS

Avancos no melhoramento de pepino para resisténcia a P. capsici na fase frutos
tém sido mais intensos e concentrado em regides temperadas (ANDO et al., 2009; COLLE
et al., 2014; GEVENS et al., 2006; GRANKE et al., 2012; GRUMET & COLLE, 2017;
MANSFELD etal., 2017; MANSFELD etal., 2020; LIN et al., 2023). No entanto, poucos
trabalhos foram conduzidos na busca por fontes de resisténcia a P. capsici na fase de
plantulas, que é a principal manifestacdo da doenca nas condicdes brasileiras. Neste
contexto, o presente trabalho representa uma importante contribuicdo para o
melhoramento do pepino em condi¢fes Neotropicais.

E interessante observar que o acesso CNPH—0008 apresenta em seu genoma o
gene recessivo STAYGREEN que confere resisténcia duravel de amplo espectro, incluindo
resisténcia a isolados de outro oomiceto — Pseudoperonospora cubensis — agente causal
do mildio do pepino (WANG et al. 2019).

No presente trabalho foi verificado uma influéncia da resposta da planta para P.
capsici em funcdo da idade da planta como observado em outros patossistema envolvendo
esse oomiceto (ANDO et al., 2009; ANDO et al., 2015; GEVENS et al. 2006;
MANSFELD etal. 2017; MANSFELD et al. 2020; REIFSCHNEIDER et al., 1992; PAZ-
LIMA etal., 2005). Acessos com respostas estaveis de resisténcia do tipo “juvenil” foram

detectadas no presente trabalho e podem representar importantes fontes de resisténcia
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para programas de melhoramento. Alguns destes acessos ja variedades comerciais,
podendo, desta forma, ter uso imediato especialmente em &reas com histdrico de
infestacéo por P. capsici.

Figura 4. Mudas de pepino com um par de folhas verdadeiras apresentando sintomas de murcha
de Phytophthora capsici.

Figura 5. Mudas de pepino com um par de folhas verdadeiras dois dias ap6s a inoculacao,

apresentando o resultado severo de infeccéo por Phytophthora capsici.

Figura 6. Mudas de pepino com dois pares de folhas verdadeiras apresentando sintomas de

murcha de Phytophthora capsici.
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CAPITULO IV

Patogenicidade e identificacdo molecular de espécies relacionadas aos
complexos Fusarium/Neocosmospora causadoras de escurecimentos

vasculares e podriddes radiculares em pepino
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RESUMO

Doengas vasculares e podriddes radiculares, coletivamente denominadas como “fusarioses”,
tém sido reportadas como as principais doencas do pepino. As espécies mais comumente
associadas com essa doenca pertencem aos complexos Fusarium/Neocosmospora. A filogenia
molecular passou a ser uma ferramenta crucial para caracterizacbes de patdgenos destes
complexos e outros géneros relacionados. Novas abordagens taxondmicas mais precisas e
robustas tém sido propostas. No entanto, esses novos tratamentos taxondmicos ainda ndo foram
empregados e/ou validados em isolados relacionados indutores das “fusarioses” do pepino. O
presente trabalho teve como objetivo conduzir a caracterizagéo, via ensaios de patogenicidade
e filogenia molecular, de isolados relacionados aos complexos Fusarium/Neocosmospora
associados com as “fusarioses” do pepino. Os isolados de Fusarium/Neocosmospora foram
submetidos ao processo de extracdo de DNA utilizando o método de CTAB 2X. Todos o0s
isolados foram patogénicos em plantulas de pepino. A identificagdo molecular de um
subconjunto de oito isolados foi realizada com base na informag&o de sequéncias da segunda
maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2) e do fator de elongamento da traducéo 1-alfa
(TEF1). Foi possivel identificar dois isolados foram relacionados com o complexo de espécies
Fusarium oxysporum, um com a espécie F. verticillioides, quatro pertencentes ao complexo
Fusarium incarnatum-equiseti (relacionados com as espécies F. pernambucanum e F.

coffearum). Também foi detectado um isolado do complexo Neocosmospora solani.

Palavras-chave: Murcha de Fusarium, etiologia, filogenia molecular, Cucurbitaceae.
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ABSTRACT

Vascular diseases and root rots (collectively named as “Fusarium wilts”’) have been reported as
the main diseases of cucumber. The species most commonly associated with this disease belong
to the Fusarium/Neocosmospora complexes. Molecular phylogeny has become a crucial tool
for characterizing pathogens of the genus Fusarium and related genera. More accurate and
robust taxonomic approaches have been proposed. However, these new taxonomic treatments
have not yet been used and/or validated in isolates related to this complex able to induce
“Fusarium wilts” of cucumber. The present work aimed to conduct the characterization, via
molecular phylogeny and pathogenicity assays, of Fusarium/Neocosmospora-like isolates
associated with the wilt diseases of cucumber. The isolates of Fusarium/Neocosmospora were
subjected to DNA extraction using the CTAB 2X method. Molecular identification of a subset
of eight isolates was performed based on sequence information from the second largest subunit
of RNA polymerase Il (RPB2) and translation elongation factor 1-alpha (TEF1). It was possible
to identify two isolates related to the Fusarium oxysporum species complex, one to the F.
verticillioides, four belonging to the Fusarium incarnatum-equiseti complex (related to the F.
pernambucanum and F. coffearum). An isolate from the Neocosmospora solani complex was

also detected.

Keywords: Fusarium wilt, etiology, molecular phylogeny, Cucurbitaceae.
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1. INTRODUCAO

O pepino (Cucumis sativus L.) € uma hortalica amplamente difundida por todo o mundo.
O cultivo do pepino se iniciou no Brasil atraves da colonizacdo europeia, sendo atualmente
produzido e comercializado em todo o pais (ALMEIDA, 2006). O pepino € uma cultura anual
de ciclo réapido, podendo alcancar mais de 40 t/ha! em sistemas de cultivo convencionais
(TAMWING, 2020), podendo variar dependendo das condigdes de plantio, e cultivar escolhida
dada a sua finalidade tanto para o consumo in natura, quanto para o consumo na forma de
conserva (SOUZA, et al., 2020).

Doencas vasculares e podriddes radiculares, coletivamente denominadas como
“fusarioses”, tém sido reportadas como as principais doengas do pepino, apresentando
ocorréncia também generalizada em campos de cultivo de outros membros da familia das
cucurbitaceas. As espécies mais comumente associadas com essa doenca pertencem aos
complexos Fusarium solani e F. oxsysporum (TOFOLI & DOMINGUES, 2018). A taxonomia
classica e molecular do género Fusarium tem sido objeto de constante revisdo (BURGESS et
al., 1994; CARRERA, 1975; NELSON et al., 1983). Inicialmente, a defini¢do de novas espécies
dentro do género dependia da planta hospedeira, o que resultou em um nimero elevado de
espécies. Uma nova proposta de sistema organizacional (WOLLENWEBER & REINKING,
1935) envolveu a conjungdo de informagdes morfolGgicas, caracteristicas das col6nias em
meios de cultura especificos e circulo de plantas hospedeiras. Este trabalho levou a um
reagrupamento do género em sec¢des, reduzindo consideravelmente o nimero de espécies
(LESLIE & SUMMERELL, 2006).

O complexo de espécies de Neocosmospora solani como agente causal de podriddo
radicular de pepino, juntamente ao complexo de espécies de Fusarium oxysporum causando
murcha, provocam perdas significativas em campos de cultivo. Em condic¢des de monocultivo
em estufas a alta densidade de in6culo do patégeno causa morte de plantas, levando a grandes
perdas de produgdo (MELO, VALARINI, 1995; LOMBARD, et al., 2015).

Diferencas morfoldgicas e no alinhamento molecular com a combinacdo de diversas
regides génicas, tais como RPB-2, TEF-1 e TUB-2, sdo utilizadas para diferenciagdo de
espécies de Fusarium (Lima, 2020; Lombard et al, 2019). Corroborando com O’Donnel et al.
(2015), que sugere as regides da segunda subunidade maior da RNA polimerase Il dependente
de DNA (RPB-2) aliada ao fator de elongacdo 1-a (TEF-1) possuem maior confiabilidade para
definicdo inicial do complexo de espécies dentro do género Fusarium.

O avanco nos estudos envolvendo complexo de espéecies de Fusarium culminou no
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estabelecimento de muitas novas espécies (DENIS et al., 2019). No entanto, uma controvérsia
vigorou na taxonomia desse grupo de patdgenos sendo que uma vertente se baseia na
consolidacdo apenas dos clados F1 e F2 e outra que defende a existéncia do clado F3. A
consolidacdo do clado F3 veio apos a designacdo do género Neocosmospora para representar
alguns importantes complexos incluindo Neocosmospora solani e Neocospora falciformes
(O’DONNELL et al., 2008b, 2020). Analises recentes levaram a proposigdo ¢ a ado¢ao destas
espécies dentro dos complexos Fusarium/Neocosmospora. (CROUS et al., 2021; BRAIT,
2023)

Desta forma, a filogenia molecular passou a ser uma ferramenta crucial para
caracterizagBes mais precisa de espécies dentro do género Fusarium Nessa nova abordagem
taxonémica, o clado terminal ficou como representante de todo o género Fusarium (CROUS et
al., 2021; BRAIT, 2023). No entanto, esse novo tratamento taxonémico ainda nao foi
empregado e/ou validado em isolados relacionados ao género Fusarium associados com a
fusariose ou podriddo radiculares do pepino.

Foi proposto apos analises filogenética de quatro genes, a introducdo do complexo de
espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC), para identificar 28 espécies cripticas até entdo
conhecidas como Fusarium esquiseti e Fusarium incarnatum (O’DONNELL et al., 2009;
WANG et al., 2019). O complexo de espécies Fusarium incarnatum compde um grupamento
cosmopolita presente no solo, sendo descrito pela primeira vez como patdgeno causadores de
podriddo em sementes de feijdo. Membros desse complexo também foram relatados reduzindo
0 potencial germinativo e o desenvolvimento de sementes e plantulas de sorgo, causando
podridGes em espécies de Musa e em C. melo. (DHINGRA & MUCHOVET, 1979;
GOPOINATH et al., 1985; MCGOVERN, 1994; MARIN et al., 1996; SETA et al., 2004).

Devido a baixa quantidade de estudos atualizados sobre diversidade molecular de
espécies de Fusarium em pepino nas condi¢des brasileiras, o presente trabalho teve como
objetivos: (i) conduzir a caracterizacdo filogenética de isolados de Fusarium/Neocosmospora
associados a podriddo de raizes e colo do pepino (C. sativus); e (ii) confirmar e caracterizar a

patogenicidade do complexo de espécies de Fusarium/Neocosmospora na cultura do pepino.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local dos experimentos

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratdrios de Fitopatologia e Melhoramento

Vegetal e nas casas de vegetacdo da Embrapa Hortaligas, localizada na zona rural da Ponte
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Alta, em Brasilia-DF, a 15°56'00" latitude sul, 48°08'00" longitude oeste e altitude de 997,6 m.
2.2. Obtencéo e conservagéo dos isolados

Os isolados fungicos foram retirados tanto da colecdo fungica do CNPH, quanto em
condicdes de campo, obtidos a partir de plantulas e frutos de pepino apresentando sintomas de
murcha, tombamento, podridao radicular e podriddo em frutos, em cultivo protegido e em
campo aberto, em diversas regides produtoras de pepino (Tabela 1). Para o isolamento foi
seguido o protocolo de isolamento indireto de microrganismos em 6rgéos lenhosos ou carnosos
(CAROLLO & FILHO, 2016), retirando fragmentos das raizes, passando pelo processo de
desinfestacdo afim de reduzir a probabilidade de contaminag&o por organismos oportunistas.
Os isolados da micoteca da Embrapa Hortalicas relacionados aos complexos
Fusarium/Neocosmospora foram mantidos pelo método de conservacdo em agua destilada
esterilizada (CASTELLANI, 1939), e todos foram recuperados desta colecdo em meio de

cultura Batata-dextrose-agar (BDA).

Tabela 1. Isolados de Fusarium/Neocosmospora usados neste trabalho e mantidos na colecdo
de fungos e oomicetos da Embrapa Hortalicas (CNPH), contendo o codigo, género/espécie,

hospedeiro, cidade/estado e ano de coleta.

de|go do Hospedeira Cidade/Estado Ano de coleta
isolado
FUS056 Pepino Ponte Alta—DF 1994
FUS061 Pepino Posse—SP 1995
FUS062 Pepino Posse—-SP 1995
FUS352 Pepino Tijucas-SC 2015
FUS638 Pepino Brazlandia—DF 2021
FUS639 Pepino Brazlandia—DF 2021
FUS640 Pepino Padre Bernardo-GO 2021
FUS641 Pepino Padre Bernardo-GO 2021
FUS642 Pepino Padre Bernardo-GO 2021
FUS643 Pepino Padre Bernardo-GO 2021
FUS644 Pepino Padre Bernardo-GO 2021
FUS646 Pepino Brazlandia—DF 2021
FUS647 Pepino Brazlandia—DF 2021
FUS747 Pepino Posse—SP 2022
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2.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Fusarium/Neocosmospora

Os isolados de Fusarium/Neocosmospora foram submetidos ao processo de extragéo de
DNA utilizando o método de CTAB 2X, que utiliza solventes organicos, tais como alcool
isoamilico e cloroférmio, essencialmente como previamente (SAGHAI-MARROF et al., 1984;
BOITEUX et al., 1999). A identificagdo molecular dos isolados, foi realizada com base na
filogenia de sequéncias de duas regiGes gendmicas: segunda maior subunidade da RNA
polimerase I (RPB2) utilizando os primers: ‘RPB2-5F2’ (5’-GAT-GAT-CGT-GAT-CAT-
TTC-GG-3") e ‘RPB2-7cr’ (5-CCC-ATA-GCT-TGC-TTA-CCC-AT-3’). Para o fator de
elongamento da traducdo 1-alfa (TEF1) foram utilizados os primers: ‘EF1° (5 -ATG-GGT-
TAA-GGA-RGA-CAA-GAC-3’) e ‘EF2’ (5-GGA- RGT-ACC-AGT-SAT-CAT-G-3’)
(O’DONNELL et. al., 2008b). Todos os ensaios de PCR foram realizados utilizando
termociclador Bio-Rad T100™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Figura 1. Extracdo de DNA total de isolados de isolados de Fusarium/Neocosmospora associados com

a cultura do pepino, empregando o método CTAB.
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Para amplificacdo da regido TEF1, ensaios de PCR foram realizados empregando um
master mix contendo 1,5 uL. de DNA (50 ng/ul); 1.2 uL de MgClz, 1 puL de cada primer (10
mM); 2 uL de dNTPs (10 mM); 0.64 pL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e 10,66 puL de dgua
Milli-Q, com volume da reagdo final de 20 uL (CAIXETA et al., 2013). O ciclo da PCR
constitui-se da desnaturagdo inicial a 95 °C por 3 minutos; e 35 ciclos seguindo por
desnaturacdo inicial a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos e extensao a
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72 °C por 2 minutos, e por fim, um ciclo de extens&o final a 72 °C por 10 minutos.

Figura 2. Produtos PCR (650~850 pb) obtidos do DNA extraido de doze isolados de
Fusarium/Neocosmospora associados com a cultura do pepino com primers EF1 5’-ATG-GGT-TAA-
GGA-RGA-CAA-GAC-3’ ¢ EF2 5-GGA- RGT-ACC-AGT-SAT-CAT-G. 3° (O’DONNELL et. al., 2008).
Estes primers foram desenhados para anelar com um segmento do gene codificador do fator de
elongacio de traducio 1o (TEF-1) de isolados de pepino.

Para amplificagdo da regido RPB2, os ensaios de PCR foram realizados através da
preparacdo de um master mix contendo: DNA (50 ng/ul); 1.2 uL de MgCly, 1 puL de cada primer
(10 mM); 2 uL de dNTPs (10mM); 0.64 uL. de Tag DNA polimerase (5 U/uL) e 10,66 puL de
agua Milli-Q com volume da reagédo final de 20 uL (CAIXETA et al., 2013). O ciclo da PCR
constitui-se da desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos; e 35 ciclos seguindo por
desnaturacdo inicial a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 53 °C por 45 segundos e extensdo
a 72 °C por 2 minutos, e por fim, um ciclo de extensédo final a 72 °C por 10 minutos. Por fim,
os produtos de amplificacdo (amplicons) de ambas as regides génicas foram purificados com o
kit PureLink® PCR Purification (Invitrogen®, CA, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante,

e levados ao Laboratorio de Gedmica da Embrapa Hortalicas para sequenciamento.
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Figura 3. Produtos PCR (650~850 pb) obtidos do DNA extraido de isolados de
Fusarium/Neocosmospora associados com a cultura do pepino) utilizando os primers RPB2-5F2 (5°-
GAT-GAT-CGT-GAT-CAT-TTC-GG-3") e RPB2-7cr (5-CCC-ATA-GCT-TGC-TTA-CCC-AT-3")
(O’DONNELL et. al., 2008). Estes primers foram desenhados para anelar com um segmento do gene

codificador RNA polimerase 11 (RPB2) de isolados de pepino.
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2.6. Analise filogenética

Um subconjunto de isolados com alta qualidade de sequéncia (ou seja, nucleotideos bem
definidos e qualidade acima de 50), de acordo com o software Seqman (Lasergene®, Madison,
WI), foi selecionado para analises moleculares. Os dados da regido ITS e do gene cox2 de
oomicetos utilizados para compara¢do com os isolados neste trabalho foram obtidos a partir de
genomas de isolados de referéncia depositados no GenBank. Os contigs de cada isolado foram
construidos combinando as sequéncias obtidas com os primers correspondentes no software
SegMan (Lasergene®, Madison, W1). As sequéncias dos isolados foram alinhadas no programa
Geneious® 8.1.9 utilizando o algoritmo ClustalW. Os contigs foram ajustados manualmente
para garantir que os alinhamentos dos codons fossem mantidos de acordo com as sequéncias de
referéncia. As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando Méxima Verossimilhanca
(ML) e inferéncia Bayesiana (BI). Os dois métodos disponiveis como “plugins” do programa
Geneious® 8.1.9 foram utilizados neste trabalho. Para ML os parametros utilizados foram:
1000 pseudoréplicas (—m GTRGAMMA -p 12345 -k -fa -N 1000 -x 12.345), modelo GTR
GAMMA. Para o BI, inicialmente o melhor modelo de substituicdo evolutiva foi estimado pelo
programa MrModeltest 2.3 (incluido no plugin PAUP), sendo definido como HKY85. Quatro
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algoritmos “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) foram conduzidos por 107 geragcdes, com
amostragens a cada 1.000 geragGes. A convergéncia de todos os parametros foi verificada
utilizando o Tracer versdo 1.7 (RAMBAUT et al. 2018) e os primeiros 25% das geragdes foram

descartados como burn-in.
2.7. Preparo do in6culo, producdo de mudas, inoculacdo e avalia¢cdo

Foi testada a patogenicidade de uma colecéo de isolados de Fusarium/Neocosmospora,
obtidos de plantas de pepino com sintomas de podrid&@o de raiz e murcha vascular (Tabela 1).
O preparo de mudas foi feito em bandejas de polietileno contendo substrato Bioplant Plus®,
com suplementacéo utilizando o fertilizante Osmocote®, colocando 2 sementes por célula, as
bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas duas vezes ao dia. Os isolados foram
cultivados em Elermeyers contendo meio liquido batata-dextrose (BD) durante sete dias. Para
a preparacao de inoculo, o contetdo dos Elermeyrs foi filtrado em gazes esterilizadas, em
seguida adicionado uma aliquota de ADE e os conidios foram contados em camara de
Neubauer. A solucdo de conidios foi ajustada para 2 x 10° conidios/mL™. A inoculagéo foi
realizada utilizando o método de imersdo de raizes (root dipping). As plantulas, com 14 dias
apresentando o inicio do langcamento do primeiro par de folhas verdadeiras, tiveram suas raizes
lavadas e podadas com o auxilio de uma tesoura, e imersas na solucdo de conidios por trés
minutos e foram transferidas para vasos de 0,5 L contendo solo adubado estéril (McCKNIGHT
1951). O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com trés repeticdes. Cada
repeticdo foi constituida de um vaso com duas plantas. A avaliacao dos sintomas foi feita a cada
48 horas, as plantulas que estavam tombadas e/ou murchas/mortas, eram retiradas para

reisolamento e as colénias fungicas obtidas foram comparadas com as col6nias originais.

3. RESULTADOS

3.1. Bioensaios com isolados associados com as “fusarioses” do pepino e

amplificacdo das duas regides gendémicas

Foram obtidos 14 isolados de Fusarium/Neocosmospora de plantas e frutos de pepino,
coletados em em quatro unidades da federacao e trés regides do Brasil (Tabela 1). Foi obtido
sucesso na extracdo total de DNA de todos os isolados (Figura 1) e na obtencao de fragmentos
de DNA de 650~850 pb das regides TEF-1 (Figura 2) e RPB2 (Figura 3) em um subgrupo de
13 isolados. No entanto, néo foi possivel obter sequencias para as duas regides genémicas para

todos os isolados. Os 14 isolados se mostraram patogénicos em mudas de pepino, induzindo
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diferentes quadros sintomatologicos em condicoes de campo e nos bioensaios (Figura 4).

Figura 4. Plantas de pepino com sintomas de murcha em campo (a, b). Raizes de pepino apresentando
podriddo (c); Teste de patogenicidade dos isolados (d); Plantulas com sintoma de tombamento e murcha

em contraste com plantulas saudaveis (e, f).

3.2. Anédlise preliminar (via BLASTnN) das sequéncias do gene TEF-1 para um

subgrupo de 13 isolados

Os resultados do BLASTnN para ambas as regides gendmicas estdo apresentados nas
Tabelas 2 e 3. Foi possivel nesta analise preliminar a identificacdo de pelo menos quatro
diferentes espécies/complexos. Para o gene TEF-1, os isolados FUS056 e FUS747 foram
classificados como Fusarium oxysporum, o isolado FUS352 foi classificado como
Neocosmospora solani, FUS061 como F. verticillioides, FUS062, FUS638 e FUS646 como F.
flageliforme, e o isolado FUS643 como um membro do complexo F. incarnatum-equiset. O
isolado FUS639 apds a amplificacdo da regido TEF-1 foi relacionado com isolados F.
caatingaense. No entanto, ndo foi obtido sucesso na amplificacdo da regido RPB2 para esse
isolado. E importante destacar que os isolados FUS062, FUS638, FUS639, FUS643, FUS646

pertencem ao mesmo grupo do complexo F. incarnatum-equiset (FIESC).
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Tabela 2. Resultado das comparagdes com o banco de dados do NCBI (via BLASTN) para as
sequencias correspondendo a uma regido do gene codificador do fator de elongacéao de tradugéo

lo (TEF-1) de 13 isolados de Fusarium/Neocosmospora associados com a cultura do pepino.

Isolado Espécie Query Per. Ident. (%)
FUS056 Fusarium oxysporum 100 99,35
FUS061 Fusarium verticillioides 100 99,56
FUS062 Fusarium sp. 94 95,83
FUS352 Neocosmospora solani 99 99,59
FUS638 Fusarium flageliforme 99 99,30
FUS639 Fusarium caatingaense 99 96,04
FUS640 Fusarium sp. 100 96,08
FUS641 Fusarium sp. 100 84,49
FUS642 Fusarium sp. 97 95,36
FUS643 F. incarnatum-equiseti 96 97,47
FUS644 Fusarium sp. 100 90,44
FUS646 Fusarium sp. 100 100
FUS647 Fusarium oxysporum 99 100

Tabela 3. Resultado das comparagdes com o banco de dados do NCBI (via BLASTN) para as
sequencias correspondendo a uma regido do gene codificador da RNA polimerase 11 (RPB2) de
oito isolados de Fusarium/Neocosmospora associados com a cultura do pepino. ND = sequéncia

ndo disponivel.

Isolado Espécie Query Cover (%) Per. Ident. (%)
FUS056 Fusarium oxysporum 100 99,35
FUS061 Fusarium verticillioides 100 99,56
FUS062 Fusarium equiseti 94 95,83
FUS352 Neocosmospora solani 99 99,59
FUS638 Fusarium equiseti 95 99,51
FUS639 ND ND ND
FUS640 ND ND ND
FUS641 ND ND ND
FUS642 ND ND ND
FUS643 Fusarium coffeatum 97 98,83
FUS644 ND ND ND
FUS646 Fusarium coffeatum 99 97,30
FUS647 Fusarium oxysporum 97 99,70

3.3. Analise filogenética RNA polimerase Il (RPB2) com um subconjunto de

oito isolados
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Devido a impossibilidade de obtencéo de sequéncias das duas regides genémicas para
todos os isolados, a identificacdo via filogenia molecular foi conduzida apenas com um
subconjunto de oito isolados foi realizada com base na informacéo de sequéncias da segunda
maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2). Foi possivel identificar via filogenia dois
isolados relacionados com o complexo de espécies Fusarium oxysporum, um com a espécie F.
verticillioides, quatro pertencentes ao complexo Fusarium incarnatum-equiseti (relacionados
com as espécies F. pernambucanum e F. coffearum) (Figura 5). Também foi detectado um

isolado do complexo Neocosmospora solani (Figura 6).

Figura 5. Arvore de maxima verossimilhanca inferida a partir dos alinhamentos do gene codificador
RNA polimerase Il (RPB2) de sete isolados de pepino previamente alocados para o género Fusarium.
Valores de suporte de bootstrap (= 50) e valores de probabilidade posterior bayesiana (> 0,50) sdo
indicados nos nés. Os isolados gerados neste estudo foram indicados em fonte vermelha. Os nimeros
dos acessos do GenBank sdo mostrados ao lado do binomial latino. A arvore esta enraizada no ponto
médio. A barra de escala indica 0 nimero estimado de substitui¢des por site. Os isolados estdo

codificados conforme Tabela 1. Neurospora crassa (AF107789) foi utilizada como outgroup.

MMN193901 Fusarium verticillioides

XM_018898279 Fusarium verticillioides
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OR701883 Fusarium eguiseti

AF107789 Neurospora crassa
Figura 6. Arvore de méaxima verossimilhanca inferida a partir dos alinhamentos do gene codificador

RNA polimerase 11 (RPB2) do isolado de pepino previamente alocados para o género Neocosmospora

(= complexo de espécies Fusarium solani). Valores de suporte de bootstrap (> 50) e valores de
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probabilidade posterior bayesiana (> 0,50) sdo indicados nos nos. Os isolados gerados neste estudo
foram indicados em fonte vermelha. Os ndmeros dos acessos do GenBank s&o mostrados ao lado do
binomial latino. A arvore esta enraizada no ponto médio. A barra de escala indica 0 nimero estimado
de substituicbes por site. Os isolados estdo codificados conforme Tabela 1. Neurospora crassa
(AF107789) foi utilizada como outgroup.

AB986567 Fusarium solani
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100

XM_053153907 Fusarium falciforme

XM_053058755 Fusarium keratoplasticum

100

XM_046273849 Fusarium solani
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AF107789 Neurospora crassa
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No presente trabalho foi possivel identificar via filogenia molecular foi conduzida
apenas com um subconjunto de oito isolados foi realizada com base na informacdo de
sequéncias da segunda maior subunidade da RNA polimerase 1l (RPB2). Foi possivel identificar
dois isolados, foram relacionados com o complexo de espécies Fusarium oxysporum, um com
a espécie F. verticillioides, quatro pertencentes ao complexo Fusarium incarnatum-equiseti
(relacionados com as espécies F. pernambucanum e F. coffearum), sendo este, o primeiro relato
destes complexos associados a cultivos de pepino no Brasil. Por fim, também foi detectado um

isolado do complexo Neocosmospora solani.
4. DISCUSSAO

O género Fusarium abriga espécies fitopatogénicas com uma ampla variedade de
hospedeiros e estratégias de infeccdo (PIETRO et al., 2003). A colecdo de linhagens clonais
dentro do género como o complexo de espécies Fusarium oxysporum causa doencas graves em
mais de 100 espécies de plantas, incluindo culturas economicamente importantes, como gréo
de bico, tomate, banana e cucurbitaceas (MICHIELSE et al., 2009).

Patdgenos importantes de uma série de culturas agricolas recentemente classificados
dentro dos complexos Fusarium/Neocosmospora (CROUS et al., 2021), podem causar doencas
associadas a mais de uma espécie do mesmo complexo. Um exemplo é a cultura da soja onde,
Neocomospora phaseoli, F. tucumaniae, F. brasiliense e F. cuneirostrum foram reportados
como causadores da sindrome da morte subita (AOKI et al., 2003). O agente causal da murcha
do fusario em pepineiro é, em geral, pertencente ao complexo Fusarium oxysporum. Espécies
de Fusarium tém sido relatas por causar doengas de murcha similares aquelas causadas por F.
oxysporum, como, por exemplo registros de N. solani como causador de doengas vasculares em
meldo (MENEZES, 2009). O primeiro registo de N. solani (agora F. solani) em plantas de
abobrinha (Cucurbita pepo) ocorreu no continente africano (DOIDGER & KRESFELDER,
1932), mais tarde o termo “formae speciales” foi adicionado, passando a ser chamado de F.
solani f. sp. cucurbitae (SNYDER & HANSEN, 1941). O termo raga 1 foi atribuido anos depois
que em seus estudos verificaram a patogenicidade também em pepino, meldo (C. melo) e
abobora (C. vulgaris) (TOUNSSON & SNYDER, 1961), enquanto outros isolados obtidos de
abobrinha ndo se mostraram patogénicos. Com o avanc¢o da divulgacdo de estudos a respeito
deste patogenos, houve também o relato de ser patogénico em frutos, raizes e colo de
cucurbitaceas na América do Norte, Oriente Medio e Europa. (ELMER et al. 2007; MEHL,
EPSTEIN 2007; GOMEZ et al. 2014; HUSSEIN & JUBER 2014; TOUSSON & SNYDER,
1961). Também estdo disponiveis relatos de murcha de Fusarium em plantas de melancia

86



(Citrullus lanatus), causada por F. moniliforme 1. Sheld e F. moniliforme var. subglutinans
Wollen Web. & Reinking, com sintomas de atrofia, amarelecimento, necrose das folhas e
murcha. Isolados de N. solani e F. javanicum Koord causando murchas em plantulas de pepino
também foram reportados em Israel (ZITTER et al., 1996).

Em cucurbitaceas o complexo F. esquiseti tem sido reportado causando podridfes em
frutos com contato direto no solo, raizes e mudas, e ja foi relatado em diversas partes do mundo:
causando podriddo em C. sativus e C. melo no Ird, em abdbora no Paquistao e também causando
descoloracdo em raizes de Panax ginseng no continente norte americano e tombamento de
mudas de C. melo na China (AKRAM et al., 2019; CHEHRI, et al., 2011; LI, etal., 2017; NAZ
et al., 2018; PUNJA, et al., 2007; RAMDIAL, 2017). No Brasil, F. esquiseti foi encontrado
causando podriddo em C. melo e Oryza sativa, além também de ser relatado como
entomopatogénico, sendo estudado como um potencial agente de controle bioldgico de insetos
(AVILA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2019).

O género Neocosmospora (complexo de espécies Fusarium solani) engloba saprofitos,
enddfitos vegetais e patdgenos de grande importancia econémica, bem como patdgenos animais
oportunistas. Mesmo com 0s recentes avancos na filogenia de espécies, a diversidade de
espécies deste género permanece pouco caracterizada e com enormes caréncias de descricoes
formais e nomes latinos (SANDOVAL-DENIS et al., 2019). A estabilizagdo taxondmica deste
grupo tem sido buscada por meio de analises morfologicas e filogenéticas baseadas nas
sequéncias de rDNA (ITS e LSU), rpb2 e tefle atualmente, sendo um total de 78 espécies sdo
aceitas dentro de Neocosmospora. No presente trabalho um isolado foi identificado com N.
solani.

E possivel que esse complexo seja ainda mais diverso em pepino. Devido a
impossibilidade de obtencdo de sequencias das duas regides gendmicas para todos os isolados,
a identificacdo via filogenia molecular foi conduzida apenas com um subconjunto de oito
isolados foi realizada com base na informacdo de sequéncias da segunda maior subunidade da
RNA polimerase Il (RPB2). Desta forma, uma analise molecular mais completa com um
nimero mais expressivo de isolados vai permitir relevar essa potencial diversidade presente

nesta doenca de evidente etiologia complexa.
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Dentre os patdgenos associados a podriddo de raizes e colo do pepino em Pernambuco e no
Brasil foram identificados e caracterizados molecularmente os oomicetos Globisporangium
attrantheridium G. spinosum, G. spledens e Phytophthora capsici;

Os acessos CNPH-008, CNPH-0104, CNPH-0154 e CNPH-0342L de pepino apresentaram
um resultado satisfatério na investigacdo por fontes de resisténcia para Phytophthora capsici;
Contudo, foi possivel relacionar dois isolados com o complexo de espécies Fusarium
oxysporum, um com a espécie F. verticillioides, quatro pertencentes ao complexo Fusarium
incarnatum-equiseti (relacionados com as espécies F. pernambucanum e F. coffearum). Além

da identificacdo de um isolado do complexo Neocosmospora solani.
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