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RESUMO

CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DE Corynespora cassiicola (Berk &
Curt) Wei ISOLADO DE TRES HOSPEDEIROS NO AMAZONAS

O fungo Corynespora cassiicola ja foi relatado causando danos em diversas culturas de
interesse comercial no Estado do Amazonas, principalmente das familias Solanaceae e
Cucurbitaceae, afetando de forma significativa a producdo. Este estudo teve como objetivo
caracterizar isolados de C. cassiicola quanto a morfologia das colbnias, esporulagéo,
crescimento micelial e dimenséo dos conidios nos meios de cultura BDA, BSA, AVA e CA.
Discos de 5mm de diametro retirados de colonias crescidas em meio BDA por 15 dias, foram
transferidos para o centro de placas de Petri contendo os meios de cultura e mantidas a
temperatura ambiente sob luz continua. O estudo seguiu esquema fatorial 4 x 5 x 3 (meios de
cultura x isolados x hospedeiros) com cinco repeticdes. Os efeitos dos meios de cultura
variaram para isolados do mesmo hospedeiro e entre hospedeiros diferentes. Maior
crescimento micelial foi observado no meio CA. A maior producdo de esporos foi observada
nos meios BDA e BSA. Foi verificado uma ampla variacdo de aspecto e coloracdo das
col6nias entre os isolados do mesmo hospedeiro e entre isolados de hospedeiros diferentes em
todos os meios de cultura. Também houve variacdo quanto as dimensdes dos conidios dos

isolados de C. cassiicola em todos os meios de cultura testados.

Palavras-chave: mancha alvo, meios de cultura, crescimento micelial, esporulacéo.



ABSTRACT

MORPHOPHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Corynespora cassiicola
(Berk & Curt) Wei ISOLATED FROM THREE HOSTS IN THE AMAZONAS

Corynespora cassiicola has been related causing damages in several crops of economic
importance in Amazonas State, principally Solanaceae and Cucurbitaceae families affecting
production by significative form. This study aimed to characterize C. cassiicola isolates
through colony morphology, sporulation, mycelial growth and spore dimension on culture
media PDA, PSA, OEA and CA. Five mm-diameter disks taken from colonies grown on PDA
medium for 15 days were transferred to Petri dishes containing each medium under room
temperature and continuous light. The study was installed using randomized block design in a
factorial 4 x 5 x 3 (culture media x isolates x hosts) with five replications. The effects of
culture media varied to isolates of same host and among different hosts. Mycelial growth was
observed in CA. The most spore production was observed in PDA and PSA media. A high
variation of aspect and colonies coloration was observed among same host isolates and
isolates of different hosts in all culture media. Variation trough spore dimension of C.

cassiicola isolates was observed in all culture media tested.

Keywords: target spot, culture media, mycelial growth, sporulation.
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1. INTRODUCAO

A mancha alvo, também conhecida como Mancha-de-Corinéspora tem como agente
causal o fungo Corynespora cassiicola (Berk. & Curt.) Wei, que ja foi relatado causando
doenca em mais de 70 espécies de plantas em paises de clima tropical e subtropical (SILVA et
al., 1995).

Em virtude da sua ampla gama de hospedeiros e vasta distribui¢do ao redor do mundo,
Ellis (1971) descreveu C. cassiicola como sendo uma espécie cosmopolita e inespecifica.

C. cassicola é considerado como sendo um patdgeno destrutivo na Regido Norte,
principalmente em culturas das familias Solanaceae e Cucurbitaceae, como tomate
(Lycopersicon esculentum L.), berinjela (Solanum melongena L.) e pepino (Cucumis sativus
L.), em que afeta de forma consideravel a producdo, hortalicas essas que estdo entre as mais
cultivadas na regido (REIS e MADEIRA, 2009).

No Estado do Amazonas o fungo C. cassiicola é muito frequente na cultura da
melancia, causando a doenca conhecida por “mancha queima” e até 2001 ainda ndo havia
nenhum relato do patdgeno causando doenca em pepino no Estado (CARDOSO et al., 2001).
Porém, em municipios como Manaus, Iranduba e Silves, ja foram relatadas em pepineiro e
tomateiro alta incidéncia e alta severidade de manchas foliares causadas por C.cassiicola em
cultivo protegido, em que havia dificuldade para controle devido a possivel diagnose incorreta
e a falta de manejo adequado da doenca (REIS e MADEIRA, 2009).

O conhecimento detalhado sobre o ciclo das doencas de plantas favorece a
recomendacdo das medidas ideais de controle destas doencas (BLUM, 2006) e o
conhecimento da biologia de um patégeno para o estabelecimento de medidas de controle
requer a identificacdo e a caracterizacdo de seu agente patogénico (CAIXETA et al., 2008).

No Pais, hd poucos relatos sobre a caracterizacdo morfoldgica de isolados de C.
cassiicola (ALMEIDA e YAMASHITA, 1976; DUARTE et al., 1983; TERAMOTO, 2008;
MELO, 2009). Por meio da caracterizacdo morfoldgica é possivel determinar as variagdes
entre os isolados de C. cassiicola obtidos de diferentes hospedeiros no Estado do Amazonas,
quanto a identificacdo e classificagdo correta do patdgeno, as condicdes favordveis para
crescimento e esporulacdo, informacgdes essas necessarias para estudos relacionados com

testes de patogenicidade, interacdo patdégeno-hospedeiro e resisténcia de plantas ao patdgeno.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

- Avaliar as caracteristicas morfologicas de C. cassiicola em diferentes meios de cultura,
isolado de diferentes hospedeiros no Estado do Amazonas.

2.2. Especificos

- Avaliar o crescimento micelial e a producdo de esporos de C. cassiicola nos diferentes
meios de cultura;

- Descrever as caracteristicas morfologicas dos isolados de C. cassiicola observadas nos
meios de cultura testados;

- Selecionar um meio de cultura que favoreca o crescimento e a producdo de esporos do

fungo.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Corynespora cassiicola

3.1.1. Origem

C. cassiicola foi descrito como fitopatogénico pela primeira vez na cultura do pepino,
em 1906, na Europa. Em 2003, foi descrito em tomate na Coréia, Serra Leoa, india e Austrélia
(KURT, 2005). Na cultura do tomate, C. cassiicola foi relatado pela primeira vez em Serra
Leoa (DEIGHTON, 1936 citado por KINGSLAND, 1986).

No Brasil, foi primeiramente constatado em Manaus, Amazonas, em 1984, causando
doenca em seringueira (Hevea brasiliensis Willd. ex Adr. De Jusss.) Muell. & Arg.)
(TRINDADE e FURTADO, 1997).

3.2.2. Etiologia

C. cassiicola caracteriza-se por apresentar conidiéforos que emergem através da
epiderme da folha, levemente ou visivelmente intumescidos no &pice, simples, sozinhos,
longos, com coloracdo geralmente marrom-clara. Os conidios do fungo sdo terminais,
formados sozinhos ou as vezes em cadeias curtas, sendo retos ou levemente curvados,
cilindricos, lisos, pseudoseptados e apresentam coloracdo sub-hialina a marrom clara e um
hilo pronunciado na base. A colora¢do que o fungo apresenta é cinza ou marrom-clara em
meio de cultura (BARNETT e HUNTER, 1998; BLAZQUEZ, 1991 citado por REIS e
BOITEAUX, 2007).

3.2.3. Epidemiologia

C. cassiicola pode sobreviver por mais de dois anos em restos culturais e sobre
numerosos hospedeiros secundarios e também nas sementes (CARDOSO et al., 2001;
PERNEZNY e SIMONE, 1993). Os meios priméarios de disseminacdo sdo através dos
conidios disseminados pelo ar que tém um periodo de liberagcdo primaria em pleno dia
(PERNEZNY e SIMONE, 1993).

Extensos periodos de precipitacdio e temperaturas elevadas favorecem o
desenvolvimento do patégeno (BLACK, 2001), sendo que em tomateiro a maior taxa de
severidade da doenca aparece por ocorrer em periodos estacionais quando a temperatura é
aproximadamente 28 °C (PERNEZNY e SIMONE, 1993).



Na Regido Norte do Estado do Parana, em cultivos sucessivos em pepino “tipo
japonés” em ambiente protegido, C. cassiicola tornou-se um patogeno de grande importancia
nessa modalidade de cultivo, acarretando perdas de até 60% na producdo e reduzindo a
qualidade dos frutos (VERZIGNASSI et al., 2003).

Na cultura do tomate, C. cassiicola causa doenga sob temperaturas que variam de 20
°C a 32 °C e para que ocorram epidemias severas da doenca, sdo necessarios longos periodos
de alta umidade relativa, entre 16 e 44 horas (BLAZQUEZ, 1991 citado por REIS e
BOITEAUX, 2007). Ja na cultura da melancia, Cardoso et al. (2001) citam que C. cassiicola
se desenvolve em condicdes de alta umidade e temperaturas entre 25 e 36 °C.

Os conidios de C. cassiicola sdo dispersos e transportados pelo vento e respingos de
chuva (BLACK, 2001; CARDOSO et al., 2001). A disseminacao a longa distancia é feita pela
semente e a curta distancia, principalmente pelo vento (BLAZQUEZ, 1991 citado por REIS e
BOITEAUX, 2007).

3.2.4. Sintomatologia

Da familia Cucurbitaceae, a cultura do pepino € uma das mais prejudicadas por C.
cassiicola (BLACK, 2001). Em pepineiro, os primeiros sintomas surgem logo apds o
transplante, inicialmente sob a forma de pequenas manchas de coloracédo clara, que evoluem
para manchas angulares, com o centro de cor palha e pequeno halo amarelo claro (Figura 1A).
Posteriormente, as manchas crescem, tornando-se arredondadas e apresentando centro
marrom claro e bordos encharcados com coloracdo olivacea. O coalescimento das manchas
pode provocar seca do limbo foliar (PERNEZNY e SIMONE, 1993; BLACK, 2001,
VERZIGNASSI et al., 2003).

Em melancieira, C. cassiicola é muito frequente por causar a doenca denominada
“mancha-queima”. Esta ¢ assim denominada porque os primeiros sintomas sdao manchas
foliares, que com o progressso da infeccdo, vao causando queima dos tecidos foliares e da
haste. O ataque inicia-se nas folhas mais velhas para as mais novas. A presenca simultanea
com Rhizoctonia solani Kuhn acelera a queima progressiva das plantas no periodo de
florescimento / frutificagdo, provocando danos importantes na cultura (CARDOSO et al.,
2001).

Em tomateiro, a mancha alvo é uma doenca bastante destrutiva em temperaturas acima
de 28 °C e alta umidade (LOPES e AVILA, 2005). A ocorréncia de C. cassiicola foi
constatada em carater epidémico em tomateiros de Manaus e o ataque do fungo foi mais

severo em planta adulta, sendo que os sintomas sdo mais acentuados nas folhas baixeiras. Os



sintomas afetam folhas, peciolos e caule, o que, posteriormente, leva a queda das folhas e
ataque dos frutos (ALVES et al., 1985).

Nesta cultura, os sintomas da mancha alvo podem ser facilmente confundidos com os
da pinta preta causada pelo fungo Alternaria solani (Ell. & Mart.) Jones & Grout) ou da
mancha e pinta-bacterianas causadas pelas bactérias Xanthomonas spp. e Pseudomonas
syringae pv. tomato ((Okabe) Young, Dye & Wilkie). S&o observadas manchas pequenas e
aquosas na superficie da folha inicialmente que vdo aumentando de tamanho, tornando-se
circulares e com coloragdo marrom-clara, circundadas por halo clorético (Figura 1C). Em
ramos e peciolos os sintomas sdo manchas amarronzadas e alongadas e nos frutos sdo
observadas, inicialmente, pontua¢bes marrom-escuras e circulares que aumentam e tornam-se
marrons com um centro mais claro, que podem rachar. Quando maduros, os frutos
desenvolvem lesdes circulares marrons, com o centro mais claro, que racham (JONES et al.,
1991 citado por REIS e BOITEAUX, 2007).

A berinjela é outra espécie da familia Solanaceae que também é afetada por C.
cassiicola, na qual os sintomas iniciais sdo manchas pequenas de coloracdo marrom-clara,
circundadas por halo clor6tico, presentes nas faces adaxial e abaxial, tornando-se circulares

com o centro de coloragdo marrom-clara e bordos de coloragdo marrom escura (Figura 1B).



Foto: Demosthenes, 2009. Foto: Frausin, 2009.

Foto: Demosthenes, 2009.

Figura 1. Sintomas de mancha alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola, em folhas
de pepineiro (A), berinjela (B) e tomateiro (C). Manaus, 2009.

Na cultura do gergelim (Sesamum indicum L.), C. cassiicola causa a doenga
denominada queima-de-corinespora, causando manchas escuras e irregulares que surgem nas
folhas e caule. Nas folhas, as manchas aumentam de tamanho, adquirindo coloragdo marrom
com centro claro, coalescendo e conferindo um aspecto manchado. No caule, as manchas
marrons sdo formadas, desenvolvendo lesbes alongadas, irregulares e dispersas, atingindo de
10 a 15 cm de diametro. O fungo sobrevive em restos vegetais por até dez meses ou em
plantas infectadas (WULFF e PASCHOLATI, 1997).

Outra cultura afetada pela mancha alvo é a soja na qual cresce em importancia como
fator limitante da producdo (ALMEIDA et al., 1997; SILVA et al., 2008). Nessa cultura, 0s
sintomas sdo caracterizados por lesdes que se iniciam por pontuacdes pardas, com halo
amarelado, evoluindo para grandes manchas circulares, com coloracdo castanho-clara a
castanho-escura, atingindo até dois centimetros de didmetro. Geralmente, as manchas



apresentam uma pontuacdo no centro e anéis concéntricos de coloracdo mais escura
semelhante a um alvo, advindo dai 0 nome mancha alvo. Ao redor da area necrosada verifica-
se a presenca de halo amarelo bastante intenso. A presenca da doenca s6 é notada nas folhas
inferiores, ao final do ciclo da cultura. Em cultivares suscetiveis, observam-se também lesdes
necrosadas, de formato alongado na haste e nos peciolos. Nas vagens infectadas s&o
verificadas lesdes necréticas sem formato definido. Raizes infectadas apresentam coloragéo
castanho-clara e ap6s a morte da planta, em solo imido, a raiz fica coberta por uma camada
negra de conididforos e conidios (ALMEIDA et al., 1997; SILVA et al., 2008).

A cultura da seringueira foi a primeira a ser constatada com C. cassiicola no Brasil.
Na cultura, os sintomas compreendem manchas marrom-escuras, aproximadamente circulares,
variando de 1-8 mm de diametro, com a parte central marrom-clara e esbranquicada e halo
marrom-avermelhado. Com o envelhecimento das lesGes, a parte central tende a rasgar. As
folhas recém-maduras sofrem severa desfolha durante um periodo seco, enquanto em arvores
adultas C. cassiicola poderia obviamente reduzir a produgdo de latex (TRINDADE e
FURTADO, 1997; OGBEBOR e ADEKUNLE, 2005).

C. cassiicola ja foi relatado na cidade de Tosa no Japdo, afetando a cultura de
pimenta-doce (Capsicum annuum L.). Caracterizou-se na cultura por causar manchas foliares
marrom-escuras variando de 1-2 mm de didmetro, que aumentaram e coalesceram, resultando
em lesOes largas e irregulares, desprendendo-se das folhas. Halos amarelados apareceram
freqlientemente ao redor das lesdes. Também foram observadas manchas marrom-escuras nos
frutos e caules (SHIMOMOTO et al., 2008).

No inicio de 2007, foi feito o primeiro relato de C. cassiicola em créton (Codiaeum
variegatum (L.) A. Juss. var. Bravo) no Sri Lanka. Foram observadas manchas ou lesdes
marrom-avermelhadas em folhas jovens, semelhantes as infec¢cdes de C. cassiicola em folhas
de seringueira. Inicialmente, as lesbes aparecem como manchas avermelhadas, tornando-se
elipticas a irregulares e marrom-claras no centro levando a necroses extensas (JAYASURIYA
e THENNAKOON, 2007).

Outra cultura em que C. cassiicola ja foi relatado é o meldo de Sdo Caetano
(Momordica charantia L.), originaria da Asia e dos tropicos. Nessa cultura os sintomas
ocorrem principalmente nas folhas, porém os frutos também sdo infectados pelo fungo.
Sintomas tipicos nas folhas desenvolveram-se como mancha marrom pequena com halo. A
irregularidade ao redor das lesGes necréticas torna-se escura freqientemente com borda
ondulada e tamanho superior a 3 cm de diametro. As folhas infectadas tornam-se cloroticas,

ferrugineas e eventualmente ressecadas. As plantas severamente infectadas foram murchando



ou queimando sob condigdes com elevada umidade, favoraveis ao desenvolvimento do fungo
(KWON et al., 2005).

3.2.5. Controle

Para o controle de C. cassiicola é necessario um conjunto de medidas. O uso da
resisténcia da planta em pepino para o controle da mancha alvo tem sido uma prética de
controle padrdo na Europa por mais de 15 anos. Essa pratica de controle também ja foi
documentada em soja e tomate (PERNEZNY e SIMONE, 1993).

Os fungicidas utilizados para o controle de outras manchas foliares em cucurbitaceas
ndo tém apresentado resultados praticos no controle da mancha alvo em pepino e outras
praticas de manejo da cultura como eliminacgdo de restos culturais, maior espagcamento entre
plantas e manejo de cortinas laterais das estufas, ndo tém reduzido a severidade da doenca
(VERZIGNASSI et al., 2003). Por outro lado, Ishii (2008) citado por Silva et al. (2008),
verificou a resisténcia do patégeno aos fungicidas estrobilurinas na cultura do pepino.

Para controle de C. cassiicola em tomateiro, foi observado que as pulverizagdes com
fungicidas protetores como mancozeb e clorotalonil, a cada trés dias, foram eficazes no
controle da doenca (REIS e MADEIRA, 2009).

Na cultura da acerola, foi verificado que o uso de produtos quimicos como
tebuconazole, Nutriphite, Ecolife ®, dentre outros, apresentaram efeito fungitoxico sobre
crescimento micelial e a germinacdo de esporos de C. cassiicola in vitro. Em condicGes de
campo, foi observado que o uso de carbendazim proporcionou reducdo na incidéncia e
severidade da mancha alvo (CELOTO, 2009).

Em relacdo ao controle de C. cassiicola na cultura da soja, informacdes divergentes
entre pesquisadores de diferentes regifes dificultam ainda mais o posicionamento dos
fungicidas devido as diferencas entre as popula¢fes do patdgeno de cada regido, pois
praticamente inexistem trabalhos em literatura que comprovem a eficacia do controle quimico
nesse patossistema (SILVA et al., 2008). Poréem, Almeida et al. (1997) recomendavam para o
controle do patdgeno, o uso de variedades resistentes, rotagdo / sucessdo de culturas com
milho (Zea mays L.) e espécies de gramineas e revolver o solo em caso de monocultura de
soja.

Na cultura da melancia as medidas adotadas para o controle do patégeno podem ser a
eliminacdo e destruicdo dos restos culturais e rotacdo de cultura com gramineas, que visam

diminuir a quantidade de inoculo; a poda manual das folhas mais velhas atacadas para



reducdo do indculo durante a primeira fase do ciclo de cultivo; a alta densidade de plantas
deve ser evitada para prover condicOes de aeracdo, bem como evitar irrigacdo por asperséo; o
uso do fungicida benomyl que deve ser aplicado alternado com outros fungicidas e este é
considerado eficaz contra C. cassiicola; a utilizacdo de calda bordalesa, mas seu uso deve ser
cuidadoso para prevenir fitotoxidade (CARDOSO et al., 2001).

N&o existe cultivares comerciais de tomate resistentes & mancha alvo no Brasil, apesar
de que fontes de resisténcia ja tenham sido identificadas em outros paises. O controle da
doenca pode ser feito com a maioria dos fungicidas utilizados para controle da pinta-preta e a
destruicdo de lavouras velhas, restos de cultura e rotacdo de culturas sdo outras medidas que
podem auxiliar no controle da doenga (BLAZQUEZ, 1991 citado por REIS e BOITEAUX,
2007).

Para o controle do patdgeno na cultura da seringueira, Trindade e Furtado (1997)
recomendam o controle, se necessario, atravées de aplicacGes semanais de fungicidas. J& para a
cultura do gergelim, as medidas de controle recomendadas s&o manter a cultura limpa e
eliminar restos culturais, que visam a diminuicdo do indculo inicial (WULFF e
PASCHOLATI, 1997).

3.3. Caracterizacdo morfofisioldgica

A caracterizacdo morfoldgica é tradicionalmente empregada para a identificacdo de
fungos fitopatogénicos e envolve a andlise de pigmentacdo das col6nias, textura, forma
marginal e velocidade de crescimento micelial, processo de formacdo, forma e tamanho de
esporos, além de patogenicidade (BURGESS et al., 1995; VILAM-LABRES et al., 1997).
Porém, essa € bastante limitada devido ao baixo numero de caracteres sujeitos a serem
analisados (FUNGARO, 2000), da alta instabilidade e dependéncia da composi¢do do meio
utilizado, das condicdes de incubacédo e das variac@es intrinsecas ao patdégeno (PERES et al.,
2003).

A utilizacdo de caracteres morfoldgicos e fisioldgicos sdo métodos rapidos e faceis,
qgue podem ser desenvolvidos sem a utilizacdo de equipamentos sofisticados, levando a
diagnosticos e medidas de controle mais rapidos (NECHET e ABREU, 2002).

O conhecimento de caracteristicas morfoldgicas das coldnias, micélio e conidios, é
necessario para o desenvolvimento de estudos relacionados ao patdgeno, através da analise de
caracteristicas fisiolégicas, como a composic¢ao quimica dos meios de cultura, o que auxiliara

na determinacdo da eficiéncia da esporulacédo e crescimento micelial (BOGO et al., 2008).
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Muitos estudos com C. cassiicola ja foram realizados no Brasil e é cada vez mais
crescente 0 nimero de relatos desse fungo em varios hospedeiros, 0 que torna necessario o
estudo do ciclo de vida em condi¢es brasileiras, com o intuito de determinar as formas de
controle da doenca (TERAMOTO, 2008).

Contudo, estudos relacionados a caracteres morfoldgicos sdo de grande importancia
para a identificacdo e classificagdo correta do patdgeno, como também de uma nova
classificacdo quanto a espécie para ado¢do das medidas de controle da doenca (TERAMOTO,
2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e execucao do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de

Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Amazonas.

4.1.1. Obtencao dos isolados

Foram utilizados 15 isolados de C. cassiicola e os hospedeiros e as procedéncias de

cada isolado encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo dos isolados, hospedeiros e procedéncias dos isolados de Corynespora
cassiicola utilizados no estudo.

Isolado Hospedeiro Procedéncia
1 Tomateiro Iranduba-AM
2 Tomateiro Iranduba-AM
3 Tomateiro Presidente Figueiredo-AM
4 Tomateiro Manaus-AM
5 Tomateiro Manaus-AM
6 Pepineiro Manaus-AM
7 Pepineiro Iranduba-AM
8 Pepineiro Iranduba-AM
9 Pepineiro Manaus-AM
10 Pepineiro Presidente Figueiredo-AM
11 Berinjela Presidente Figueiredo-AM
12 Berinjela Presidente Figueiredo-AM
13 Berinjela Presidente Figueiredo-AM
14 Berinjela Presidente Figueiredo-AM
15 Berinjela Presidente Figueiredo-AM
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O isolamento do fungo foi feito a partir de amostras de folhas apresentando sintomas
tipicos da doenca que foram coletadas e levadas ao laboratério para o isolamento do patégeno,
onde previamente foram selecionadas, dando-se preferéncia as folhas com lesdes mais novas.
De cada lesdo foi retirado um fragmento, sendo que cada fragmento correspondeu a um
isolado do patogeno. Os fragmentos selecionados foram submetidos & desinfestagdo
superficial em &lcool 70% (30 segundos) e hipoclorito de sddio 2% (1 minuto), seguido de
trés lavagens em agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram colocados sobre papel de
filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri, contendo meio de cultura BDA (Batata -
200g; Dextrose - 20g; Agar - 17g; agua destilada, 1000 mL). As placas foram incubadas a
temperatura de 27 °C durante 24-48 horas. Apo0s este periodo, as hifas surgidas a partir dos
fragmentos de folha foram repicadas para novas placas contendo o mesmo meio de cultura
utilizado anteriormente, para o isolamento das coldnias. Alguns isolados foram obtidos a
partir de isolamento direto, em que as estruturas do fungo observadas em lupa foram retiradas
com o auxilio de bisturi e diretamente transferidas para placas de Petri contendo meio BDA.
Apbs o crescimento dos fungos, foi feita a transferéncia para tubos de ensaio contendo meio
BDA para preservacdo dos isolados.

Para garantir a uniformidade na realizacdo do experimento, foram obtidas as culturas
monosparicas para todos os isolados (Figura 2), através da adicdo de 10 mL de &gua destilada
esterilizada em uma placa de Petri contendo uma col6nia do fungo, um pincel de cerdas
macias foi utilizado para a remoc¢édo dos conidios. A suspensao foi recolhida em um béquer
onde foram adicionados 0,5 pL de Tween 80 diluido e feita uma leve agitacdo para
homogeneizacdo da suspensdo. Posteriormente, foram retirados 500 pL da suspensdo com
auxilio de micropipeta e transferidos para microtubos contendo 1mL de agua destilada
esterilizada, e em seguida feitas diluicdes até a 10, sendo que desta Gltima eram retirados
500 pL e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA, espalhados com o auxilio de
alca de Drigalsky. As placas foram observadas diariamente para repicagem dos fungos que
surgiam a partir de cada conidio. Os isolados foram mantidos em tubos de ensaio contendo
meio BDA inclinado, em triplicata, em incubadora BOD com temperatura de 24+1 °C e
também foram preservados, em duplicata, em microtubos contendo 1 mL de &gua destilada

esterilizada e 1 mL de 6leo mineral, mantidos a temperatura ambiente.
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Figura 2. Etapas para obtencdo das culturas monosporicas dos isolados de Corynespora
cassiicola. Em (A), remocdo dos conidios da colénia com auxilio de pincel de cerdas macias.
Em (B), retirada de 500 pL da suspensdo com auxilio de micropipeta. Em (C), diluicdo até 10
3 utilizando-se microtubos contendo &gua destilada esterilizada. Em (D), espalhamento da
aliquota retirada da ultima diluicdo com auxilio de alga de Drigalsky em placa de Petri
contendo meio de cultura BDA.

Foto: Demosthenes, 2009.

4.1.2. Caracterizacdo morfofisiologica dos isolados

4.1.2.1. Avaliacéo do crescimento micelial

Foram utilizados discos de 5 mm de didmetro de meio contendo micélio que foram
retirados de bordos das coldnias com aproximadamente 15 dias de idade e transferidos para o
centro de placas de Petri com nove centimetros de didmetro contendo 0s meios a serem
testados. Os isolados foram caracterizados em quatro diferentes meios de cultura: Batata-
Dextrose-Agar (BDA — batata, 200g; dextrose, 20g; agar, 17g; agua destilada, 1000 mL),
Batata-Sacarose-Agar (BSA — batata, 200g; sacarose, 20g; agar, 17g; 4gua destilada, 1000
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mL), Aveia-Agar (AVA - aveia, 75g; agar, 17g; 4gua destilada, 1000 mL), Cenoura-Agar (CA
— cenoura, 20g; agar, 17g; dgua destilada, 1000mL). As placas foram mantidas a temperatura
ambiente em fluxo laminar sob luz continua, sendo distribuidas de forma aleatoria.

Foi avaliada a taxa de crescimento micelial dos isolados medindo-se o didmetro das
coldnias, em sentidos diametralmente opostos, com auxilio de régua milimetrada, até que um
dos tratamentos atingisse a borda da placa. A avalia¢do iniciou 72 horas ap6s a montagem do
experimento, sendo realizada em dias alternados (3, 5, 7, 9 e 11 dias), totalizando cinco dias
de avaliacdo para os isolados de tomateiro e pepineiro. Apenas para os isolados de berinjela
que a avaliacdo de crescimento foi realizada em quatro dias (3, 5, 7 e 9 dias), periodo em que
um tratamento atingiu as bordas da placa de Petri.

O delineamento experimental utilizado foi esquema fatorial 4 x 5 x 3, sendo quatro
tratamentos (meios de cultura), cinco isolados por hospedeiro e trés hospedeiros, com cinco
repeticdes, sendo cada unidade experimental uma placa de Petri.

Foi calculado o didametro médio das colbnias e a partir destes valores foi calculado o
indice de crescimento micelial (ICM) dos isolados conforme a formula descrita por Peres et
al. (2003):

ICM :%+%+...+E—N
1 2 N
Onde:
ICM = indice de crescimento micelial
C, = crescimento micelial no primeiro dia
N; = ndmero de dias

Os valores de ICM foram analisados estatisticamente e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabiliade, usando programa SAEG 9.0.

4.1.2.2. Avaliacéo da producdo de conidios

Foi avaliada a producéo de conidios do fungo nos diferentes meios de cultura, através
do método de contagem em gota. Ap6s o término das avaliagdes de crescimento, as col6nias
permaneceram por mais 15 dias sob luz continua, com o objetivo de induzir uma maior
producéo de conidios do fungo. Apoés esse periodo, foi preparada uma suspensdo de esporos
adicionando-se 20 mL de &gua destilada esterilizada nas placas e com o auxilio de um pincel
de cerdas macias, foram removidos os conidios dos conidiéforos. A solucédo foi recolhida em

um béquer, no qual foram adicionados 10 pL de solugdo de Tween 80 diluido e uma aliquota
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de cerca de 10 pL, correspondente a gota, era depositada em lamina de vidro para a
quantificacdo dos esporos. Foram quantificadas trés gotas por placa num total de trés placas
por isolado por tratamento, sendo calculada a média para obtencdo do nimero de conidios.
mL™,

O delineamento experimental utilizado para a producdo de conidios foi 0 mesmo
descrito anteriormente para a avaliagdo do crescimento micelial. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e quando significativos, as médias foram discriminadas pelo

Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados obtidos foram transformados utilizando-se a

férmula \/§+0,5.

4.1.2.3. Avaliagdo das demais caracteristicas morfologicas

As demais caracteristicas morfologicas avaliadas foram: coloragdo da coldnia, aspecto
do micélio e tamanho dos conidios. A coloracdo das culturas foi descrita conforme o sistema
de Munsell Color Company (1975) de anotacdo de cores e a descricdo dos aspectos
morfologicos foi feita quando as coldnias estavam com 25 dias de idade. Para avaliacdo do
tamanho dos conidios, foram preparadas laminas permanentes em azul de lactofenol.
Cinquenta conidios de cada isolado dos trés hospedeiros em cada meio de cultura testado
tiveram a largura e o comprimento medidos e contados os numeros de septos, utilizando-se
uma ocular micrométrica acoplada em microscopio 6tico. O valor corresponde as dimensdes
dos conidios (mm) foi transformado para escala real (um) através de um fator de correcdo
previamente estimado (40 X — fator de correcdo: 2,5 um). Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e quando significativos, as médias foram discriminadas pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagdo morfofisioldgica dos isolados

5.1.1. Avaliacdo do crescimento micelial

Dentre os isolados estudados, houve diferenca quanto ao crescimento micelial em
relacdo aos tratamentos (meios de cultura) e diferenca entre os isolados do mesmo hospedeiro
e de hospedeiros diferentes.

Para o hospedeiro tomateiro (Figura 3), foi verificado que no meio de cultura BDA,
dos cinco isolados testados, o isolado 3 apresentou maior didmetro de colbnias, seguido do
isolado 5, sendo que este ultimo teve seu crescimento igualado aos demais no ultimo dia de
avaliacdo. O isolado 5 foi 0 que apresentou maior diametro médio das col6nias nos meios
BSA, AvA e CA.
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Figura 3. Crescimento micelial de cinco isolados de Corynespora cassiicola provenientes de
tomateiro em meio de cultura BDA (A), BSA (B), CA (C) e AvA (D), respectivamente.
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Para o hospedeiro pepineiro (Figura 4), foi verificado que em todos os meios de

cultura testados, os isolados ndo apresentaram diferenca quanto ao diametro médio das

colénias, com excecdo do meio CA, em que no Ultimo dia de avaliacdo foi observada uma

diferenca no crescimento médio das colonias.
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Figura 4. Crescimento micelial dos cinco isolados de Corynespora cassiicola provenientes de
pepineiro em meio de cultura BDA (A), BSA (B), CA (C) e AVA (D), respectivamente.

Para os isolados de berinjela (Figura 5), foi verificado nos meios BDA e BSA que 0s

isolados 11 e 12 apresentaram maior didmetro médio de col6nias. No meio de cultura CA, foi

observado que os isolados 11 e 12 apresentaram maior didmetro médio das col6nias, sendo

que o isolado 13 apresentou o menor didametro das colénias nesse meio. No meio de cultura

AVA, o isolado 11 apresentou 0 maior crescimento, sendo que no terceiro e quarto dias seu

crescimento se assemelhou ao isolado 14. O isolado 13 apresentou 0 menor diametro médio

das colénias quando comparado aos demais isolados.
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Figura 5. Crescimento micelial de isolados de Corynespora cassiicola provenientes de
berinjela em meio de cultura BDA (A), BSA (B), CA (C) e AVA (D), respectivamente.

Comparando-se os isolados testados dos diferentes hospedeiros, foi observado que os
isolados apresentaram comportamento distinto, sendo os isolados de berinjela os que
apresentaram maior diametro médio das colonias.

A analise dos resultados de indice de crescimento micelial mostrou que houve
interacdo tripla significativa entre os fatores avaliados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (Anexo 1). Estas interacOes, tratamento (meios de cultura) x hospedeiro X
isolado, foram desdobradas: tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro e isolado,
hospedeiro dentro de cada nivel de tratamento e isolado, isolado dentro de cada nivel de
tratamento e hospedeiro e tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro x isolado.

Analisando o desdobramento de tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro, 0 meio
CA foi o que proporcionou maior crescimento micelial para os isolados de tomateiro (Anexo
2). Para pepineiro, foi observado que o crescimento micelial dos isolados foi maior em meio

CA, sendo que os demais tratamentos nao diferiram entre si (Anexo 3). O meio CA também
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proporcionou maior crescimento micelial para os isolados de berinjela, sendo que ndo houve
diferenca entre os demais tratamentos testados (Anexo 4).
Para o desdobramento tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro x isolado houve

diferenca entre os isolados do mesmo hospedeiro e de hospedeiros diferentes (Tabela 2).

Tabela 2. Médias de indice de crescimento micelial de Corynespora cassiicola isolado de
tomateiro, pepineiro e berinjela, em diferentes meios de cultura.

Meios de Cultura
Hospedeiros Isolados BDA BSA AVA CA

Tomateiro 1 3,620 a 3,480 a 3,480 a 2,740 b
Tomateiro 2 3520a b 3220 b 3940a 2,640 ¢
Tomateiro 3 3640 b 3540 b 2860 c¢ 4,100a
Tomateiro 4 3260 b 2820 c 2880 bc 3980a
Tomateiro 5 4,140 a 4,120 a 3300 b 4420a
Pepineiro 6 4280 b 4340ab 3920 b 4,760a
Pepineiro 7 4220a b 3960ab 3900 b 4,380a
Pepineiro 8 4120a b 4,240ab 3820 b 4540a
Pepineiro 9 3900ab 3,780 b 3960ab 4240a
Pepineiro 10 4,080a 3,960 a 4,040 a 4,340 a
Berinjela 11 3980ab 4,280a 3580 b 4,300a
Berinjela 12 3,440a 3,720 a 3,560 a 3,700 a
Berinjela 13 2600 b 2420 b 2340 b 3,300a
Berinjela 14 2580 b 2880 b 2920 b 4,120a
Berinjela 15 2800 b 2780 b 2960 b 3,460a
CV%=7,24

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Para o isolado 1 de tomateiro, os meios BDA, BSA e AVA proporcionaram 0 maior
crescimento, ndo diferindo entre si. Para o isolado 2 de tomateiro, os meios AvA e BDA
proporcionaram o maior crescimento micelial, sendo que BDA néo diferiu de BSA e 0 meio
CA proporcionou 0 menor crescimento. Para o isolado 3 de tomateiro, 0 maior crescimento
ocorreu em meio CA, seguido dos meios BDA e BSA, que ndo diferiram entre si. O isolado 4

de tomateiro, apresentou maior crescimento em meio CA, seguido dos meios BDA e AVA nao
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diferiram entre si, assim como 0 meio AVA ndo diferiu do meio BSA. Para o isolado 5 de
tomateiro, ndo houve diferenca significativa para o crescimento micelial entre os meios CA,
BDA e BSA, sendo que 0 meio AVA proporcionou o menor crescimento para este isolado.

Para o isolado 6 do hospedeiro pepineiro, 0 meio CA proporcionou 0 maior
crescimento micelial, ndo diferindo do meio BSA, que ndo apresentou diferenca em relagao
aos meios BDA e AvVA. O meio CA proporcionou maior crescimento para o isolado 7 de
pepineiro, ndo diferindo dos meios BDA e BSA, os quais ndo diferiram do meio AVA. Para o
isolado 8 de pepineiro, 0 meio CA foi o que proporcionou maior micelial, ndo diferindo dos
meios BSA e BDA, que néo apresentaram diferenca em relagdo ao meio AvA. Para o isolado
9 de pepineiro, o0 maior crescimento micelial foi em meio CA, que ndo diferiu dos meios AvA
e BDA, os quais nao diferiram do meio BSA. Para o isolado 10 de pepineiro, ndo houve
diferenca significativa entre os meios de cultura testados.

Para o isolado 11 de berinjela, os meios CA, BSA e BDA que proporcionaram maior
crescimento micelial, sendo que ndo houve diferenca entre 0s meios BSA e AvA. N&o houve
diferenca significativa entre o crescimento micelial para o isolado 12 de berinjela nos meios
de cultura testados. O meio CA proporcionou 0 maior crescimento micelial para o isolado 13
de berinjela, sendo que os demais tratamentos ndo diferiram entre si. Para o isolado 14 de
berinjela, o meio CA foi 0 que proporcionou maior crescimento micelial, sendo que os meios
AVA, BSA e BDA néo diferiram entre si. O isolado 15 de berinjela apresentou maior
crescimento micelial em meio CA, sendo que entre os meios AvVA, BDA e BSA nédo houve
diferenca significativa.

Através dos dados de indice de crescimento micelial, pode-se observar que 0s meio
CA e AVA proporcionaram 0 maior e menor crescimento micelial para os isolados testados,
respectivamente, sendo que dos trés hospedeiros, os isolados de pepineiro foram os que
apresentaram maior crescimento.

Quanto a procedéncia dos isolados, nota-se que houve variacdo de indice de
crescimento micelial entre os isolados, mesmo naqueles provenientes de mesma localidade
geografica.

Peres et al. (2003) avaliando a variabilidade de morfocultural de fungos associados a
podriddo peduncular de mamao (Carica papaya L.), verificaram que os meios BDA e MDA
(Mam&o-Dextrose-Agar) promoveram uma maior homogeneidade de indice de crescimento
micelial para a maioria dos isolados testados, favorecendo o crescimento mais rapido dos

fungos. Quanto a procedéncia dos isolados, observaram que o indice de crescimento micelial



21

também foi variavel entre os isolados, inclusive naqueles provenientes de um mesmo Estado,
0 que também foi observado entre os isolados de C. cassiicola.

Isso pode estar associado ao material obtido de localidades com condicbes
edafoclimaticas distintas ou de lavouras com manejos diferentes. Pode-se dizer que o indice
de crescimento micelial ndo foi suficiente para estabelecer uma correlagdo entre essa variavel
e a origem geografica dos isolados, pressupondo-se que outros fatores podem estar
relacionados com a variabilidade (PERES et al., 2003).

Alexandre et al. (2010) em estudo de caracterizacdo morfoldgica e fisiologica de
isolados de Chalara paradoxa (De Seynes) Hoehn, verificaram que o crescimento micelial
dos isolados em meio BDA foi superior aos demais meios, sendo que dos isolados testados
apenas um isolado apresentou maior crescimento micelial em meio AVA, sugerindo que a
grande variacdo entre os isolados é decorrente do aproveitamento dos nutrientes contidos nos
meios de cultura. Isso pode ter acontecido para os isolados de C. cassiicola. Estes autores
afirmam também que a constituicio do meio de cultura utilizado pode influenciar no
crescimento do fungo.

Analisando a taxa de crescimento de culturas policonidiais € monoconidiais de
Bipolaris sorokiniana (Sacc.in Sorok) Shoemaker, Poloni et al. (2008) verificaram que a
menor taxa de crescimento dos isolados foi observada em meio BDA, o que diferiu dos
resultados encontrados para os isolados de C. cassiicola, em que o meio CA foi 0 que
favoreceu o maior crescimento micelial. Segundo Griffin (1993) citado por Poloni et al.
(2008), esse menor crescimento micelial em meio BDA para os isolados de B. sorokiniana se
deve aos nutrientes que podem ser metabolizados com velocidades diferentes, ocasionando a
sintese das macromoléculas diferenciais, cujos compostos ou produtos podem interagir com o
mecanismo de controle para biossintese de moléculas, ja que a glicose presente no meio
geralmente tem efeito repressor e inibitorio quando sdo utilizadas outras fontes de carbono.

Caixeta et al. (2008) testando meios de cultura para crescimento de Guinardia
citricarpa, observaram que o meio que mais se destacou para todos os isolados foi o CDA
(Cenoura-Dextrose-Agar) e 0 meio BDA foi o0 que proporcionou menor crescimento micelial.
Segundo os mesmos autores, a variacdo na eficiéncia dos meios de cultura utilizados pode
esté relacionada a concentracdo elevada de dextrose utilizada no preparo destes meios, em que
a quantidade de dextrose foi de 108 g.litro™ no meio CDA. Isso difere dos dados do presente
trabalho, pois a quantidade de dextrose utilizada foi a mesma para o preparo dos meios de

cultura utilizados.
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Em estudo de caracterizacdo morfoldgica e cultural de isolados de Lasiodiplodia
theobromae, Pereira et al. (2006) concluiram que alguns fungos podem utilizar a energia
apenas para o crescimento, enquanto outros a utilizam para esporulacdo, o que pode explicar o
maior ou menor crescimento micelial de C. cassiicola nos meios de cultura testados.

Segundo Griffin (1993) citado por Camochena et al. (2010), os meios de cultura
podem levar os isolados a comportamentos distintos, ja que alguns nutrientes podem ser
metabolizados com velocidades diferentes, ocasionando a sintese de outras moléculas ou

produtos que podem influenciar no crescimento do fungo.

5.1.2. Avaliacao da producéo de conidios

Para a avaliagdo da producdo de esporos também houve interagdo tripla significativa
entre os fatores avaliados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Anexo 5). Estas
interacdes, tratamento (meios de cultura) x hospedeiro x isolado, também foram desdobradas:
tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro e isolado, hospedeiro dentro de cada nivel de
tratamento e isolado, isolado dentro de cada nivel de tratamento e hospedeiro e tratamento
dentro de cada nivel de hospedeiro x isolado.

Analisando o desdobramento de tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro, pode-
se verificar que os meios BSA e BDA propiciaram a maior producdo de esporos para 0s
isolados de tomateiro, ndo diferindo entre si (Anexo 6).

Para o hospedeiro pepineiro, os meios BSA e BDA foram os que induziram a maior
producdo de esporos, ndo diferindo entre si, sendo que 0 meio BDA ndo apresentou diferenca
em relagdo ao meio CA, que ndo diferiu do meio AvA (Anexo 7).

Para os isolados de berinjela, o melhor meio para esporulagdo foi 0 meio BSA,
seguido do meio BDA, sendo que os meios CA e AvA foram o0s meios com menor
desempenho para a esporulacdo dos isolados, os quais ndo diferiram entre si
significativamente (Anexo 8).

Para o desdobramento tratamento dentro de cada nivel de hospedeiro x isolado houve
diferenca entre os isolados do mesmo hospedeiro e entre isolados de hospedeiros diferentes
(Tabela 3).
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Tabela 3. Médias da producéo de esporos de Corynespora cassiicola isolado de tomateiro,
pepineiro e berinjela nos diferentes meios de cultura.

Produco de Conidios (conidios.mL™)

Meios de Cultura

Hospedeiros Isolados BDA BSA AVA CA
Tomateiro 1 328,133a 354,600 a 109,033 b 211,300 b
Tomateiro 2 406,200a 399,600 a 54,167 c 214,700 b
Tomateiro 3 335,067a 266,433 a 97,833 b 234,100 a
Tomateiro 4 347,100a 219,433 bc 140,933 ¢ 286,300ab
Tomateiro 5 235,233a 180,433ab 106,767 bc 60,633 C
Pepineiro 6 194,433 b 329,700 a 32,467 c 117533 bc
Pepineiro 7 15,500 a 14,567 a 7,433 a 7,000 a
Pepineiro 8 14500 a 55,167 a 8,533 a 11,400 a
Pepineiro 9 46,600 a 85967 a 18,433 a 6,600 a
Pepineiro 10 74,233 a 8,933 a 13,833 a 8,167 a
Berinjela 11  233567a 287,233a 68,433 b 222,667 a
Berinjela 12 252,800ab 287,600 a 218,867a b 178,467 b
Berinjela 13 34,133 ab 125200a 7,433 b 8,633 b
Berinjela 14 292,067 b 405,600 a 63,133 c 95,400 C
Berinjela 15 11,633 a 16,800 a 8,067 a 6,600 a

CV % = 35,60

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para os isolados de tomateiro, houve muita variacdo na producdo de conidios entre 0s

meios de cultura testados. Para o isolado 1 de tomateiro, os meios BSA e BDA

proporcionaram maior esporulagdo, ndo diferindo entre si, sendo que os meios CA e AVA

foram os piores meios para esporulacéo desse isolado. Para o isolado 2 de tomateiro, 0s meios

BDA e BSA foram os melhores para esporulacdo desse isolado, os quais ndao diferiram entre

si, sendo que o meio AvA foi o pior para crescimento desse isolado. Os meios BDA, BSA e

CA foram os que proporcionaram maior producdo de esporos para o isolado 3 de tomateiro,

ndo diferindo entre si. Para o isolado 4 de tomateiro, os meios BDA e CA, foram os que

favoreceram a maior producdo de esporos, sendo que o meio CA ndo diferiu do meio BSA,

que ndo apresentou diferenca em relagdo ao meio AvA. Para o isolado 5 de tomateiro, 0s
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meios BDA e BSA foram o0s que proporcionaram maior producdo de esporos, ndo diferindo
entre si, sendo que o meio BSA né&o apresentou diferenca em relacdo ao meio AvA, que néo
diferiu do meio CA.

Em pepineiro, apenas o isolado 6 apresentou variacdo nos meios de cultura testados,
em que os meios BDA e BSA proporcionaram a maior producdo de conidios, sendo que o
meio BSA né&o diferiu do meio CA, que ndo apresentou diferenca em relagdo ao meio AVA.
Os demais isolados de pepineiro ndo apresentaram diferenca significativa para os meios de
cultura testados quanto a producéo de conidios.

Para os isolados de berinjela houve variacdo na producdo de conidios para 0s
diferentes tratamentos, com excecdo do isolado 15 que ndo apresentou diferenga na producéo
de conidios para 0os meios de cultura testados. Para o isolado 11 a maior producao de conidios
foi em meio BSA, o que ndo diferiu para os meios BDA e CA. Para o isolado 12 a maior
producdo de conidios também foi em meio BSA, nédo diferindo para os meios BDA e AVA, 0s
quais ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao meio CA. Os meio BSA e BDA
também proporcionaram maior esporulacdo para o isolado 13 de berinjela, ndo diferindo entre
si. Para o isolado 14 de berinjela, 0 meio BSA propiciou maior esporulacdo, seguido do meio
BDA, sendo os meios CA e AVA 0s piores meios para esporulagédo desse isolado.

Dos tratamentos testados, as maiores produgdes de esporos ocorreram nos meios BSA
e BDA que ndo diferiram entre si. O meio AVA foi considerado o tratamento que
porporcionou menor producdo de conidios dos para os isolados de C. cassiicola
testados.Verificando-se os tratamentos por hospedeiro, os isolados de tomateiro foram os que
apresentacdo maior producdo de esporos. Dos 15 isolados testados, os isolados 2 e 14, de
tomateiro e berinjela, respectivamente, foram os que apresentaram as maiores producdes de
conidios.

Avaliando a producdo de esporos de C. cassiicola em diferentes substratos, Melo
(2009) observou que a solugdo Czapek-Agar foi a que proporcionou maior esporulacdo dos
isolados. Almeida e Yamashita (1976) obtiveram as melhores esporulacGes de C. cassiicola
em meios suco V8 Agar e alimento infantil.

Isso diferiu para os isolados de C.cassiicola do presente estudo, pois 0 meio que
proporcionou maior crescimento micelial foi o0 meio CA, o que diferiu para producdo de
esporos, em que a maior esporulacdo ocorreu nos meios BSA e BDA.

Alexandre et al. (2010) observaram que o meio BDA foi 0 que proporcionou maior
esporulacdo e maior crescimento micelial dos isolados de C. paradoxa, estando em

conformidade com outros estudos em que o meio BDA proporcionou maior crescimento
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micelial, além de maior esporulacdo, como o estudo de Bogo et al. (2008), que avaliando a
caracterizacdo morfoldgica de isolados de Cryptosporiopsis perennans (Zeller & Childs)
Wollenw. (Kienholz, 1939) em diferentes meios de cultura, também verificaram que 0s meios
que proporcionaram maior crescimento micelial contribuiram para a maior esporulacgéo.

De acordo com Dhingra e Sinclair (1995), o meio de cultura é um fator determinante
de crescimento e esporulagdo, sendo que um meio que favoreca a esporulagcdo néo
necessariamente ira favorecer o crescimento micelial. Segundo Rosa e Menezes (2001), a
producdo de conidios geralmente ocorre quando ha uma exaustdo do meio, resultante da
utilizacdo dos nutrientes pelo fungo durante a fase de crescimento vegetativo, sendo que
podem ocorrer alterages na composicdo do meio devido a liberacdo de metabdlitos
secundarios pelo fungo.

Outro fator que pode explicar essa variagdo no crescimento micelial e na producéo de
conidios dos isolados de C. cassiicola, é o regime de exposi¢do sob luz continua e a
disposicdo das placas de Petri de forma aleatdria, em que um isolado pode ter sido mais
beneficiado que outro que teve uma exposicao menor.

Em estudo com C. cassiicola, Melo (2009) observou que para todos 0s susbtratos

testados a luz continua favoreceu a esporulacdo, o que também foi observado por Almeida e
Yamashita (1976). Teramoto (2008) também observou que a luz continua favoreceu o
crescimento micelial e a esporulagéo da maioria dos isolados de C. cassiicola.
Segundo Onesirosan et al. (1975), a esporulacdo de C. cassiicola é favorecida pela exposicédo
sob luz continua. A necessidade de luz para o crescimento e esporulacdo de fungos € bastante
variavel, inclusive entre os isolados da mesma espécie (MASANGKAY et al., 2000), o que
foi observado para os isolados do presente estudo.

De acordo com Del Peloso et al. (1989) citado por Hanada et al. (2002), a presenca de
luz pode possibilitar a sintese de compostos necessarios a esporulacdo que nao estao presentes

no meio de cultura.

5.1.3. Avaliacdo morfologica

Os 15 isolados testados apresentaram bastante variacdo quanto a coloracdo e aspecto
das colbnias em todos os tratamentos (Tabela 4). No meio BDA, a maioria dos isolados
apresentou coloracdo que variou do cinza ao cinza claro, sendo que o isolado 2 de tomateiro
apresentou coloragdo amarelo claro e o isolado 15 de berinjela apresentou coloragdo marrom
amarelado claro. Em meio BSA, as coloragdes foram branca, amarelo claro, marrom

amarelado claro, cinza, cinza escuro e apenas o isolados 9 e 10 de pepineiro que apresentaram
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coloragdo cinza oliva claro e cinza oliva, respectivamente. Em meio AvVA, os isolados
apresentaram coloragdo branca, marrom amarelado claro, cinza claro e apenas o isolado 10 de
pepineiro apresentou coloracdo cinza oliva claro e o isolado 13 de berinjela apresentou
coloracdo cinza. Em meio CA, todas as colonias dos isolados estudados apresentaram
coloracdo hialina. Ao analisar o aspecto do micélio, observa-se que nos meios BDA, BSA e
AVA, as col6nias formaram micélio aéreo e cotonoso, o que diferiu em meio CA, no qual as

col6nias formaram micélio plano.



Tabela 4. Variabilidade dos aspectos culturais dos isolados de Corynespora cassiicola de

tomateiro, pepineiro e berinjela em diferentes meios de cultura aos 25 dias.

Isolado Hospedeiro Tratamento Cor da colonia Aspecto do micélio
1 Tomateiro BDA Cinza Aéreo e cotonoso
1 Tomateiro BSA Cinza escuro Aéreo e cotonoso
1 Tomateiro AVA Cinza claro Aéreo e cotonoso
1 Tomateiro CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido

2 Tomateiro BDA Amarelo claro Aéreo e cotonoso
2 Tomateiro BSA Cinza Aéreo e cotonoso
2 Tomateiro AVA Cinza claro Aéreo e cotonoso
2 Tomateiro CA Hialino Plano

3 Tomateiro BDA Cinza claro Aéreo e cotonoso
3 Tomateiro BSA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
3 Tomateiro AVA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
3 Tomateiro CA Hialino Plano

4 Tomateiro BDA Cinza claro Aéreo e cotonoso
4 Tomateiro BSA Branca Aéreo e cotonoso
4 Tomateiro AVA Cinza claro Aéreo e cotonoso
4 Tomateiro CA Hialino Plano

5 Tomateiro BDA Cinza claro Aéreo e cotonoso
5 Tomateiro BSA Cinza claro Aéreo e cotonoso
5 Tomateiro AVA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
5 Tomateiro CA Hialino cinza claro Aéreo

6 Pepineiro BDA Cinza escuro Aéreo e cotonoso
6 Pepineiro BSA Cinza Aéreo e cotonoso
6 Pepineiro  AVA Branca Aéreo e cotonoso
6 Pepineiro CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido

7 Pepineiro BDA Cinza escuro Aéreo e cotonoso
7 Pepineiro BSA Cinza Aéreo e cotonoso
7 Pepineiro  AVA Branca Aéreo e cotonoso
7 Pepineiro CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
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Continuacao

Isolado Hospedeiro Tratamento Cor da colonia Aspecto do micélio
8 Pepineiro BDA Cinza Aéreo e cotonoso
8 Pepineiro BSA Cinza Aéreo e cotonoso
8 Pepineiro  AVA Cinza claro Aéreo e cotonoso
8 Pepineiro CA Hialino cinza claro Plano

9 Pepineiro BDA Cinza Aéreo e cotonoso
9 Pepineiro BSA Cinza oliva claro Aéreo e cotonoso
9 Pepineiro  AVA Branca Aéreo e cotonoso
9 Pepineiro CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
10 Pepineiro  BDA Cinza Aéreo e cotonoso
10 Pepineiro BSA Cinza oliva Aéreo e cotonoso
10 Pepineiro  AVA Cinza oliva claro Aéreo e cotonoso
10 Pepineiro CA Hialino Aéreo reduzido
11 Berinjela  BDA Cinza escuro Aéreo e cotonoso
11 Berinjela  BSA Cinza escuro Aéreo e cotonoso
11 Berinjela  AVvA Cinza claro Aéreo e cotonoso
11 Berinjela CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
12 Berinjela  BDA Cinza Aéreo e cotonoso
12 Berinjela  BSA Cinza Aéreo e cotonoso
12 Berinjela  AVA Branca Aéreo e cotonoso
12 Berinjela CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
13 Berinjela  BDA Cinza claro Aéreo e cotonoso
13 Berinjela  BSA Amarelo claro Aéreo e cotonoso
13 Berinjela  AvA Cinza Aéreo e cotonoso
13 Berinjela CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
14 Berinjela  BDA Cinza Aéreo e cotonoso
14 Berinjela  BSA Cinza claro Aéreo e cotonoso
14 Berinjela ~ AvA Cinza claro Aéreo e cotonoso
14 Berinjela CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
15 Berinjela  BDA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
15 Berinjela  BSA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
15 Berinjela ~ AvA Marrom amarelado claro Aéreo e cotonoso
15 Berinjela CA Hialino cinza claro Aéreo reduzido
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Analisando-se a coloracdo das coldnias por hospedeiro e por meio testado, para
tomateiro em meio BDA, apenas os isolados 1 e 2 apresentaram coldnias de coloragdo
diferente, em que o primeiro apresentou colénia com coloracdo cinza e o segundo, coldnia
com coloracdo amarelo claro, sendo que os demais isolados apresentaram colonias com
coloracdo cinza claro (Figura 6). Para pepineiro, apenas o isolado 6 apresentou colénia com
coloracdo cinza escuro, enquanto os demais isolados apresentaram colénias com coloracao
cinza. Para berinjela, apenas o isolado 15 apresentou colénia de coloracdo marrom amarelado

claro e os demais isolados apresentaram colnias que variaram de cinza a cinza escuro.

Figura 6. Aspecto das colbnias de isolados de Corynespora cassiicola de tomateiro, pepineiro
e berinjela em meio BDA. Em (A) e (B), isolados 1 e 2 de tomateiro; em (C) e (D), isolados
de 6 e 7 de pepineiro; em (E) e (F), isolados 11 e 15 de berinjela.

Foto: Souza, 2010.

Analisando-se 0 meio BSA, os isolados 1, 2 e 5 de tomateiro apresentaram colénias
com coloragdo que variaram de cinza a cinza escuro, diferindo para os isolados 3 e 4 que
tiveram coldnias com coloracdo marrom amarelado claro e branca, respectivamente (Figura
7). Em pepineiro, os isolados 6, 7 e 8 apresentaram col6nias com coloracgéo cinza, sendo que
os isolados 9 e 10, apresentaram colbnias de coloracdo cinza oliva claro e cinza,
respectivamente. Em berinjela, os isolados 13 e 15 apresentaram colénias com coloragédo
amarelo claro e marrom amarelado claro, respectivamente e os demais isolados apresentaram

colbnias com variagédo de cinza a cinza escuro.
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Figura 7. Aspecto das colbnias de isolados de Corynespora cassiicola de tomateiro, pepineiro
e berinjela em meio BSA. Em (A), (B) e (C), isolados 1, 3 e 4 de tomateiro; em (D), (E) e (F),
isolados de 6, 9 e 10 de pepineiro; em (G), (H) e (1), isolados 11, 13 e 15 de berinjela.

Foto: Souza, 2010.

Em meio AVA, os isolados 1, 2 e 3 de tomateiro apresentaram coloracéo cinza claro e
os isolados 3 e 5 tiveram coldnias com coloracdo marrom amarelado claro (Figura 8). Em
pepineiro, os isolados 6, 7 e 9 apresentaram col6nias com coloracéo branca e os isolados 8 e
10 apresentaram coldnias com coloragéo cinza claro e cinza oliva claro, respectivamente. Em
berinjela, apenas os isolados 11 e 14 que tiveram colonias com coloragéo cinza claro, sendo

que os demais isolados apresentaram colonias com coloragdes distintas.
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Figura 8. Aspecto das colonias de isolados de Corynespora cassiicola de tomateiro, pepineiro
e berinjela em meio AvA. Em (A) e (B), isolados 1 e 5 de tomateiro; em (C), (D) e (E),
isolados 6, 8 e 10 de pepineiro; e em (F), (G) e (H), isolados 11, 12 e 15 de berinjela.

Foto: Souza, 2010.

Em meio CA, todos os isolados apresentaram coloracdo hialina, porém houve pequena
variacdo na coloracdo devido alguns isolados apresentarem uma formacéao levemente reduzida
de micélio aéreo, enquanto outros apresentaram micélio plano (Figura 9). Em tomateiro,
somente os isolados 1 e 2 apresentaram coldnia com coloracdo hialina cinza claro e micélio
aéreo reduzido, sendo que os demais isolados apresentaram colénia com coloracdo hialina e
micelio plano. Em pepineiro, todos os isolados apresentaram colénia com coloragdo hialina
cinza claro e micélio aéreo reduzido, com excec¢do do isolado 8 que apresentou micélio plano.
Em berinjela, todos os isolados apresentaram coldnia com coloragdo hialino cinza claro e

formacédo de micélio aéreo reduzido.
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Figura 9. Aspecto das coldnias de isolados de Corynespora cassiicola de tomateiro, pepineiro
e berinjela em meio CA. Em (A) e (B), isolados 1 e 5 de tomateiro; em (C) e (D), isolados 6 e
8 de pepineiro; e em (E) e (F), isolados 11 e 14 de berinjela.

Foto: Souza, 2010.

Em relacdo ao aspecto das col6nias quanto a presenca de micélio plano ou aéreo,
observou-se que nos meios BDA, BSA e AVA todos os isolados apresentaram crescimento
micelial aéreo e em meio CA, apenas os isolados 4 e 5 de tomateiro e o isolado 8 de pepineiro
que apresentaram micélios aéreos.

Esses resultados indicam que houve elevada variabilidade nas caracteristicas
morfoldgicas de C. cassiicola.

Melo (2009) observou que em meio de cultura BDA, C. cassiicola apresentou
crescimento e esporulacdo vagarosos, formando um micélio de tonalidade escura e de
coloracdo cinza-esverdeada a preto olivaceo. Kwon (2005) obteve coldnias de C. cassiicola
que variaram de cinza a marrom em meio BDA. Silva et al. (1998) observaram para isolados
de C. cassiicola de seringueira, que as col6nias tinham coloragdo amarronzada ou esverdeada.
Esses dados diferiram para os isolados testados nesse estudo, que apresentaram crescimento
rapido em meio BDA e col6nias com coloracdo que variaram de amarelo claro a cinza escuro.

Testando isolados de C. cassiicola em meio BSA coletados de folhas de seringueira
infectadas e de plantios de seringueira de vérios estados da Malasia, Nghia et al. (2008)
verificaram que a morfologia das col6nias apresentou variacao entre isolados diferentes, em
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que a coloragdo das col6nias variou de marrom palido a cinza escuro ou preto. Isso foi
semelhante para os isolados testados em meio BSA, sendo que estes também foram obtidos de
hospedeiros e localidades diferentes, os quais apresentaram colénias com coloracdo que
variou de branca a cinza escuro.

Peres et al. (2003) verificaram a ocorréncia de varios tipos de micélio em diferentes
isolados de uma mesma espécie e verificaram também variacdo na coloracéo e tipo de micélio
de acordo com o meio de cultura utilizado, demonstrando a existéncia de variabilidade entre
isolados crescidos em um mesmo meio e entre os diferentes meios, o que se assemelha para os
isolados de C. cassiicola.

Kaufmann e Weidemann (1996) citado por Peres (2003) sugerem que a provavel
variabilidade em fitopatdgenos se deve a ocorréncia de reproducdo sexuada ou outros
mecanismos de recombinacgdo genética.

Quanto & morfologia, os isolados de C. cassiicola de tomateiro, pepineiro e berinjela
apresentaram variacdo no comprimento, largura e nimero de pseudoseptos dos conidios
(Tabela 5). Todos os isolados cresceram e esporularam nos meios de cultura testados, com
excecdo do isolado 2 de tomateiro que esporulou apenas no meio BDA. Logo, sé obtiveram-

se conidios para medicdo de comprimento e largura no referido meio.



Tabela 5. Média das medidas conidiais de Corynespora cassiicola isolado de tomateiro,
pepineiro e berinjela.

Isolado Hospedeiro Tratamento Comprimento Largura Numero de
(um)* (Um)* pseudoseptos*
Tomateiro BDA 49,25 5,80 2,46
Tomateiro BSA 53,80 5,55 3,98
1 Tomateiro AVA 66,35 6,60 5,24
Tomateiro CA 58,25 5,20 3,72
Tomateiro BDA 53,80 4,50 2,72
Tomateiro BSA 0,00 0,00 0,00
2 Tomateiro AVA 0,00 0,00 0,00
Tomateiro CA 0,00 0,00 0,00
Tomateiro BDA 44,75 6,95 2,44
Tomateiro BSA 45,90 6,35 2,64
3 Tomateiro AVA 59,40 6,75 3,86
Tomateiro CA 64,60 5,65 4,80
Tomateiro BDA 45,75 4,30 2,88
Tomateiro BSA 41,40 4,40 2,26
4 Tomateiro AVA 45,15 4,75 2,90
Tomateiro CA 54,95 5,00 3,72
Tomateiro BDA 47,15 5,50 2,64
Tomateiro BSA 56,40 5,55 3,16
5 Tomateiro AVA 70,30 6,75 5,00
Tomateiro CA 55,55 6,15 3,48
Pepineiro BDA 63,85 5,00 2,84
Pepineiro BSA 61,85 5,10 2,92
6 Pepineiro AVA 59,40 5,20 2,94
Pepineiro CA 61,15 5,00 3,42
Pepineiro BDA 63,35 5,15 2,70
Pepineiro BSA 56,70 5,15 2,38
7 Pepineiro AVA 50,55 5,50 2,40
Pepineiro CA 63,65 5,10 3,48
Pepineiro BDA 73,50 4,95 3,00
Pepineiro BSA 81,20 5,00 3,66
8 Pepineiro AVA 54,95 5,15 2,98
Pepineiro CA 66,55 5,10 3,36
Pepineiro BDA 74,80 6,20 4,26
Pepineiro BSA 64,90 5,25 3,56
9 Pepineiro AVA 61,10 5,65 3,60
Pepineiro CA 72,75 5,45 4,40

“Meédia de 50 conidios.



Continuacao

Isolado Hospedeiro Tratamento Comprimento Largura Numero de
(um)* (Um)* pseudoseptos*
Pepineiro BDA 73,15 6,40 2,80
Pepineiro BSA 67,15 5,90 3,10
10 Pepineiro AVA 54,55 5,55 2,68
Pepineiro CA 78,65 5,40 4,36
Berinjela BDA 68,00 5,30 3,94
Berinjela BSA 70,80 5,30 4,02
11 Berinjela AVA 72,55 5,60 4,18
Berinjela CA 72,55 5,60 4,18
Berinjela BDA 61,60 5,20 3,10
Berinjela BSA 62,90 5,30 3,46
12 Berinjela AVA 54,40 5,55 2,70
Berinjela CA 75,50 5,65 3,74
Berinjela BDA 63,75 5,40 3,66
Berinjela BSA 57,60 5,75 2,92
13 Berinjela AVA 57,60 6,10 2,88
Berinjela CA 62,70 5,75 3,42
Berinjela BDA 44,40 6,55 2,06
Berinjela BSA 60,50 5,55 3,28
14 Berinjela AVA 43,65 5,55 2,00
Berinjela CA 49,85 5,70 2,68
Berinjela BDA 64,80 5,15 2,86
Berinjela BSA 44,75 5,85 2,10
15 Berinjela AVA 45,00 5,40 2,16
Berinjela CA 55,60 5,65 2,78

“Média de 50 conidios.
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Quanto ao comprimento dos conidios, houve interagdo significativa para os diferentes

meios, hospedeiros e isolados testados (Anexo 9). Os meios que proporcionaram 0S maiores

valores de comprimento de conidios foram CA e BDA, que ndo diferiram entre si, sendo que

0 menor comprimento ocorreu nos meios BSA e AVA, os quais ndo diferiram entre si (Anexo

10). Dos 15 isolados testados, os isolados de pepineiro que apresentaram os maiores valores

de comprimento dos conidios (Anexo 11).

Em relagdo a variavel largura dos conidios, houve diferenca significativa entre os

meios, hospedeiros e isolados testados (Anexo 12). Os maiores valores de largura de conidios,

foram observados nos meios BDA e AVA, ndo diferindo entre si, sendo que os meios CA e

BSA proporcionaram os menores valores de largura, os quais ndo diferiram entre si (Anexo

13). Os isolados de berinjela apresentaram 0s maiores para a variavel largura dos conidios,
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sendo que os isolados de tomateiro foram os que apresentaram os menores valores de largura
(Anexo 14).

Comparando-se os dados, pode-se observar que o meio BDA foi 0 que proporcionou
maiores dimensdes de comprimento e largura dos conidios em relacdo aos demais meios de
cultura. Os hospedeiros que tiveram isolados com maiores valores de comprimento e largura
foram pepineiro e berinjela, respectivamente. Os isolados de berinjela apresentaram o0s
maiores valores para a varidvel largura de conidios.

Quanto ao numero de pseudoseptos dos conidios, assim como para as variaveis
comprimento e largura, houve interacéo significativa para os diferentes meios, hospedeiros e
isolados testados (Anexo 15). A maior variacdo de pseudoseptos dos conidios foi observada
em meio CA, sendo que ndo houve diferenca significativa entre os demais meios de cultura
(Anexo 16). Os isolados de pepineiro e berinjela foram os que apresentaram maior nimero de
pseudoseptos, ndo diferindo entre si, sendo que os isolados de tomateiro apresentaram a
menor quantidade de pseudoseptos (Anexo 17).

Melo (2009) estudando C. cassiicola de soja, verificou que o tamanho dos conidios
variou de 8-12 x 20-280 pum, sendo a média de 10 x 150 pum. Teramoto (2008) obteve
dimensdes de conidios de C. cassiicola que variaram de 46,1-110,9 um de comprimento x
5,3-8,2 um de largura e o nimero de pseudoseptos que variou de um a quinze. Nghia et al.
(2008) obtiveram conidios de C. cassiicola que variaram de 17,6-942, 3 um de comprimento
x 3,1-16,8 um de largura e o nimero de pseudoseptos que variou de zero a setenta. Esses
dados diferiram dos dados obtidos, em que as dimensdes dos conidios variaram de 0-240,0
pum de comprimento x 0-12,5 pum de largura, sendo que as dimensdes médias foram 56,75 pm
de comprimento x 5,25 um de largura e o nimero de pseudoseptos por conidio variou de zero
a catorze (Figura 9).

Ellis (1971) descreveu os conidios de C. cassiicola variando de 40,0-220,0 um x 9,0-
22,0 um e nimero de pseudoseptos variando de quatro a vinte, o que se assemelha com as
dimensdes obtidas.

Deste modo, pode-se verificar que houve elevada variabilidade na caracterizacéo
morfoldgica quanto aos meios de cultura testados, entre isolados do mesmo hospedeiro e de
hospedeiros diferentes e de mesma localizacdo geogréfica. Entretanto, as diferencas na
morfologia dos isolados testados pode nédo estar relacionada com o hospedeiro ou localidade

de origem dos isolados.
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Segundo Rosa e Menezes (2001), a variacdo de comportamento entre os isolados pode
ocorrer pela provavel existéncia de conidios geneticamente diferentes ou nicleos distintos no
préprio conidio presentes no disco de micélio utilizado como in6culo.

Para Silva et al. (2003) a caracterizacdo molecular de isolados de diferentes
hospedeiros pode detectar qualquer variagdo genética que pode estar presente entre oS
isolados coletados de diferentes hospedeiros.

Através da identificacdo da variabilidade morfoldgica e do meio de cultura mais
adequado para o crescimento do patogeno, podem ser identificadas as variacbes de
agressividade de cada isolado, em que os isolados mais agressivos podem ser submetidos a
métodos de controle quimico ou genético para o0 manejo da doenga (CAMOCHENA et al.,
2010).
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Figura 9. Conidios de Corynespora cassiicola de pepineiro, tomateiro e berinjela,
respectivamente. Em (A) e (B), conidios dos isolados 3 e 4 de pepineiro. Em (C) e (D),
conidios do isolado 1 de tomateiro. Em (E) e (F), conidios dos isolados 1 e 2 de berinjela.
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6. CONCLUSOES

Dos meios de cultura testados, o meio CA foi 0 que proporcionou o maior crescimento
micelial.

A maior producéo de esporos foi observada nos meios de cultura BDA e BSA.

Houve variacdo entre 0s meios testados para os diferentes hospedeiros.

Para tomateiro, o0 melhor meio para crescimento micelial foi CA e para producéo de
esporos foram os meios BDA e BSA.

Para pepineiro, o melhor meio para crescimento micelial foi o meio CA e para
producdo de esporos foram os meios BSA e BDA.

Para berinjela, o melhor meio para crescimento micelial foi o0 meio CA e para
producdo de esporos foi 0 meio BSA.

As caracteristicas morfoldgicas variaram entre os isolados do mesmo hospedeiro e

também entre isolados de hospedeiros diferentes em todos os tratamentos testados.
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Anexo 1. Andlise de variancia do indice de crescimento micelial dos isolados de Corynespora
cassiicola obtidos de tomateiro, pepineiro e berinjela.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 23,285 7,762 111,946 0,00”
Hospedeiro 2 39,831 19,915 287,242 0,00
Isolado 4 8,543 2,136 30,803 0,00"
Tratamento vs Hospedeiro 6 4,675 0,779 11,237 0,00
Tratamento vs Isolado 12 4,419 0,368 5,311 0,007
Hospedeiro vs Isolado 8 23,374 2,922 42,141 0,00”
Tratamento vs Hospedeiro vs Isolado 24 4,311 0,179 2,591 0,00
Residuo 240 16,640 0,069

Total corrigido 299 125,078

CV (%) =7,24

" Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Anexo 2. Andlise de indice de crescimento micelial médio dos tratamentos testados para 0s

isolados de Corynespora cassiicola do hospedeiro tomateiro.

Tratamentos Médias ~
CA 3,984 a
BDA 3,636 b
BSA 3,436 ¢
AVA 2,884 d

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Anexo 3. Andlise de indice de crescimento micelial médio dos tratamentos testados para 0s
isolados de Corynespora cassiicola do hospedeiro pepineiro.

Tratamentos Médias ~
CA 4,452 a

BDA 4,120 b
BSA 4,052 b
AVA 3,928 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pel

o teste de Tukey a 5%.

Anexo 4. Andlise de indice de crescimento micelial médio dos tratamentos testados para 0s
isolados de Corynespora cassiicola do hospedeiro berinjela.

Tratamentos Meédias ~
CA 3,776 a

BDA 3,216 b
BSA 3,080 b
AVA 3,072 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pel

Anexo 5. Andlise de variancia da producao de esporos dos isolados de Corynespora

0 teste de Tukey a 5%.

cassiicola obtidos de tomateiro, pepineiro e berinjela.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 578475,57 192825,19 76,099 0,00”
Hospedeiro 2 927699,34 463849,67 183,059 0,007
Isolado 4 508620,59 127155,15 50,182 0,00
Tratamento vs Hospedeiro 6 143522,48  23920,41 9,440 0,00”
Tratamento vs Isolado 12 132937,48 11078,12 4,372 0,00
Hospedeiro vs Isolado 8 338690,20 42336,27 16,708 0,00”
Tratamento vs Hospedeiro vs Isolado 24 263667,49 10986,15 4,336 0,00”

Residuo 120

304066,03  2533,88

Total corrigido 179

3197679,18

CV (%) = 35,60

" Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Anexo 6. Analise da producdo de esporos nos diferentes meios testados para o hospedeiro

tomateiro.

Tratamentos Médias ~
BSA 330,347 a
BDA 284,100 a
CA 201,407 b
AVA 101,747 ¢

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Anexo 7. Analise da producdo de esporos nos diferentes meios testados para o hospedeiro

pepineiro.

Tratamentos Meédias ~
BSA 98,867 a
BDA 69,053 ab
CA 30,140 bc
AVA 16,140 o

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Anexo 8. Andlise da producdo de esporos nos diferentes meios testados para o hospedeiro

berinjela.

Tratamentos Médias ~
BSA 224,487 a
BDA 164,840 b
CA 102,353 o
AVA 73,187 o

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Anexo 9. Andlise de variancia para a variavel comprimento dos isolados de Corynespora
cassiicola obtidos de tomateiro, pepineiro e berinjela.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 23841 7947 13,214 1,4x 10%
Hospedeiro 2 201835 100917 167,796 2,2 x101%"
Isolado 4 121871 30468 50,659 2,2 x10™%"
Tratamento vs Hospedeiro 6 27691 4615 7,673 3,3x10°%
Tratamento vs Isolado 12 46415 3868 6,431 21x10™
Hospedeiro vs Isolado 8 228979 28622 47,591 2,2 x101%"
Tratamento vs Hospedeiro vs Isolado 24 135976 5666 9,420 2,2 x101%"
Residuo 2940 1768205 601

Total corrigido 179 3197679,18

CV (%) = 43,21

" Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Anexo 10. Andlise de comprimento dos conidios de C. cassiicola nos diferentes meios

testados.

Tratamentos Médias ~

CA 59,487 a

BDA 59,46 a

BSA 55,057 b
AVA 52,997 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Anexo 11. Analise de comprimento dos conidios de Corynespora cassiicola para 0s

diferentes hospedeiros testados.

Tratamentos Médias ~
Pepineiro 65,188 a
Berinjela 59,425 b
Tomateiro 45,638 ¢

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Anexo 12. Analise de variancia para a varidvel largura dos isolados de Corynespora

cassiicola obtidos de tomateiro, pepineiro e berinjela.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 92,9 30,96 23,028  9,8x10™"
Hospedeiro 2 3450 172,51 128,320 2,2 x101%"
Isolado 4 13898 347,46 258,462 2,2 x10™%"
Tratamento vs Hospedeiro 6 1132 18,87 14,037 8,2 x10™"
Tratamento vs Isolado 12 1992 16,60 12,349  2.2x10%"
Hospedeiro vs Isolado 8 24467 305,84 227,501  2,2x107%"
Tratamento vs Hospedeiro vs Isolado 24 6582 2743 20,401  2,2x10%
Residuo 2940 39524 1,34

CV (%) = 22,09

" Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Anexo 13. Anélise de largura dos conidios de Corynespora cassiicola nos diferentes meios de

cultura testados.

Tratamentos Médias ~
BDA 549 a
AVA 534 a
CA 50 b
BSA 507 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Anexo 14. Analise de comprimento dos conidios de Corynespora cassiicola para 0s

diferentes hospedeiros testados.

Tratamentos Médias ~
Berinjela 5,60 a
Pepineiro 536 b
Tomateiro 479 ¢

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Anexo 15. Analise de variancia para a variavel septo dos isolados de Corynespora cassiicola
obtidos de tomateiro, pepineiro e berinjela.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 1333 44423 17859  1,7x10™
Hospedeiro 2 61,1 30,571 12,290 4,8x10°
Isolado 4 6688 167,211 67,223 2,2 x10™%"
Tratamento vs Hospedeiro 6 1779 29,657 11,923  29x10™
Tratamento vs Isolado 12 2451 20,424 8,211 2,1x 10"
Hospedeiro vs Isolado 8 11541 144,262 57,996 2,2 x101%"
Tratamento vs Hospedeiro vs Isolado 24  623,9 25,996 10,451 2,2 x101%"
Residuo 2940 7313,0 2,487

CV (%) =51,19

" Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Anexo 16. Analise de numero de septos dos conidios de Corynespora cassiicola nos
diferentes meios de cultura testados.

Tratamentos Médias ~
CA 3,44 a
AVA 3,00 b
BDA 296 Db
BSA 290 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Anexo 17. Analise de nimero de pseudoseptos dos conidios de Corynespora cassiicola para
os diferentes hospedeiros testados.

Tratamentos Médias ~
Pepineiro 3,24 a
Berinjela 3,11 a
Tomateiro 289 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.



