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RESUMO

RAMOS, Gleyce Kelly de Sousa, D. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, marco de 2021. Caracterizacdo de diferentes espécies
de Bipolaris e Exserohilum em linhagens de milho-pipoca. Orientador: Prof.
Marcelo Vivas.

As manchas-foliares, em espécies cultivadas, sdo doencas que merecem
atencao, pois prejudicam o agronegocio. As doencas podem ser decorrentes da
incidéncia de fungos fitopatogénicos dos géneros Bipolaris e Exserohilum. Neste
trabalho, buscou-se identificar quais as espécies de Bipolaris e Exserohilum estéo
associados a mancha-foliar do milho por meio da caracterizagcdo morfomolecular e
da patogenicidade dos isolados em linhagens de milho-pipoca. As folhas de milho
com sintomas de mancha-foliar foram coletadas e identificadas de acordo com o
hospedeiro e local de coleta. Apds o isolamento dos fungos, avaliaram-se as
caracteristicas morfolégicas, o posicionamento filogenético dos isolados e a
patogenicidade dos isolados em linhagens de milho-pipoca. Em relacdo ao género
Bipolaris, as analises morfolégicas ndao foram capazes de agrupar os isolados de
acordo com a espécie. As analises multigénicas (ITS e GAPDH) foram realizadas
via Inferéncia Bayesiana, por meio da qual, foi possivel separar em nivel de
espécie os isolados. Os isolados de Bipolaris foram coletados nos Estados do
Alagoas, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Rio de Janeiro e Tocantins, e
identificadas duas espécies infectando o milho no Brasil: B. maydis e B.
gossypina. A espécie B. maydis foi amostrada em todos os Estados, enquanto

que B. gossypina foi coletada apenas no Estado de Mato Grosso. Em campo,
Vil



foram selecionadas trés linhagens contrastantes L623 (resistente a B. maydis),
L51 e L692 (suscetiveis a B. maydis). Posteriormente, em ambiente controlado,
essas linhagens foram usadas para avaliar a patogenicidade dos isolados. Para a
inoculacdo, foram selecionados seis isolados representativos de B. maydis
CF/UENF 475, CF/UENF 477, CF/UENF 479, CF/UENF 481, CF/UENF 492,
CF/UENF 501 e o unico isolado de B. gossypina (CF/UENF 482). Em relacédo a
patogenicidade, todos os isolados de B. maydis e o isolado de B. gossypina
causaram mancha-foliar e ndo houve diferenca na patogenicidade entre os
isolados inoculados. Nas condi¢cdes estudadas, a linhagem L623 foi menos
suscetivel a B. maydis. Em relacdo ao género Exserohilum, duas espécies (E.
rostratum e E. turcicum) foram identificadas a partir de nove isolados coletados
nos Estados do Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. A espécie E. turcicum foi encontrada em todas as areas amostradas,
enguanto E. rostratum foi coletada apenas no Estado do Rio de Janeiro. O isolado
CF/UENF 500 de E. rostratum e quatro isolados (CF/UENF 480, CF/UENF 489,
CF/UENF 491, CF/UENF 504) representativos de E. turcicum foram utilizados no
teste de patogenicidade com a linhagem de milho-pipoca L55. As caracteristicas
morfolégicas podem ser utilizadas para separar 0s géneros Bipolaris e
Exserohilum, enquanto a identificacdo precisa das espécies é feita por analise
baseada em dados moleculares. A combinacdo dos dados morfologicos,
moleculares e patolégicos pode ser usada para entender quais os patégenos
estdo associados a mancha-foliar. Os resultados demonstram que diferentes
espécies de Bipolaris e Exserohilum causam a mancha-foliar no milho-pipoca.
Esses isolados podem ser utilizados em ensaios de melhoramento genético

visando a resisténcia a esses patdgenos.

Palavras-chave: Caracterizagdo molecular. Fungos fitopatogénicos. Mancha-foliar.
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ABSTRACT

RAMOS, Gleyce Kelly de Sousa, D. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, march, 2021. Characterization of different Bipolaris and
Exserohilum specie in popcorn inbred line. Advisor: Prof. Marcelo Vivas

Leaf spots, in cultivated species, are diseases that deserve attention, as
they harm agribusiness. The diseases may result from the incidence of
phytopathogenic fungi of the Bipolaris and Exserohilum genera. In this work, we
sought to identify which species of Bipolaris and Exserohilum are associated with
corn leaf spot through the morphomolecular characterization and pathogenicity of
peas in popcorn-inbred lines. Corn leaves with leaf spot symptoms were collect
and identified accord to host and collection location. After the isolation of the fungi,
the morphological characteristics, the phylogenetic positioning of the results and
the pathogenicity of the results in popcorn lines were evaluat. In relation to the
Bipolaris genus, the morphological analyzes were not able to group those granted
according to species. The multigene analyzes (ITS and GAPDH) were carried out
via Bayesian Inference, through which it was possible to separate the level of
species preference. Bipolaris were collected in the states of Alagoas, Espirito
Santo, Mato Grosso, Para, Rio de Janeiro and Tocantins, and identified two
species infecting corn in Brazil: B. maydis and B. gossypina. The species B.
maydis was sample in all States, while B. gossypina was collect only in the State
of Mato Grosso. In the field, three contrasting lines L623 (resistant to B. maydis),
L51 and L692 (susceptible to B. maydis) were select. Later, in a controlled
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environment, these strains were use to assess the pathogenicity of the offerings.
For one inoculation, six representative choices of B. maydis CF / UENF 475, CF /
UENF 477, CF / UENF 479, CF / UENF 481, CF / UENF 492, CF / UENF 501 and
the only isolate of B. gossypina were select. (CF / UENF 482). Regarding
pathogenicity, all B. maydis concessions and the B. gossypina isolate caused leaf
spot and there was no difference in pathogenicity between the inoculated
candidates. Under the conditions studied, the L623 strain was less susceptible to
B. maydis. In relation to the genus Exserohilum, two species (E. rostratum and E.
turcicum) were identify from nine collected in the states of Ceara, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul and Santa Catarina. The species of E. turcicum
was found in all sampled areas, while E. rostratum was collected only in the State
of Rio de Janeiro. The isolate CF / UENF 500 from E. rostratum and four grants
(CF / UENF 480, CF / UENF 489, CF / UENF 491, CF / UENF 504) representative
of E. turcicum were use in the pathogenicity test with the maize strain - L55
popcorn. The morphological characteristics can used to separate the genera
Bipolaris and Exserohilum, while the precise identification of the species is done
by analysis based on molecular data. The combination of morphological,
molecular and pathological data can used to understand which pathogens are
associated with leaf spot. The results demonstrate that different species of
Bipolaris and Exserohilum cause leaf spot in popcorn. Can used in genetic

improvement tests for resistance to these pathogens.

Keywords: Molecular characterization. Phytopathogenic fungi. Leaf spot. Special

corns



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos gréos mais cultivados. A cultura tem
variedades adaptadas as diversas condi¢cfes climaticas e regides de cultivo. Seu
uso é versdtil, por isso é considerada uma das espécies agricolas com maior
importancia mundial. Além do milho comum, existem ainda tipos especiais de
milho. Estes pertencem a um nicho de mercado bem definido, como o milho-
pipoca, usado na alimentacdo humana (Mord e Fritsche-Neto, 2017).

O milho-pipoca € um alimento bastante apreciado no Brasil, contudo, seu
cultivo no pais ainda é restrito aos pequenos produtores e regides especificas
como o Centro Oeste e Sul do Brasil (Ibrafe, 2021). A cultura do milho-pipoca é
uma boa alternativa de renda aos produtores, uma vez que, além de diversificar a
producdo agricola, pode alcancar precos até trés vezes superiores ao milho
convencional (Conab, 2020).

A producao deste tipo de grdo pode ser reduzida em funcdo da ocorréncia
de doencas foliares. Dentre tais doencas estdo as helmintosporioses, causadas
pelos fungos Exserohilum turcicum (Pass.) (Leonard e Suggs, 1974) e Bipolaris
maydis (Nisik e Miyake) (Shoemaker, 1959); a cercosporiose provocada por
Cercospora zeae-maydis; a mancha branca ou mancha de Phaeosphaeria, que
tem como agente causal Phaeosphaeria maydis (Henn.) entre outras.

A mancha-foliar, causada por B. maydis é uma doenca amplamente
distribuida em plantios de milho pelo mundo. Os sintomas causados nas folhas
sdo, geralmente, lesdes inicialmente pequenas e ovaladas que se tornam

alongadas quando maduras e com coloracdo palha. O patdogeno se desenvolve



em condicbes de alta umidade e temperatura variando de 20 °C a 32 °C. A
doenca interfere nos atributos agronémicos, como altura da planta, nUmero de
grdos/espiga e rendimento da cultura (Hussain et al.,, 2016). A espécie B.
gossypina € pouco explorada, portanto, necessita de mais estudos a respeito do
crescimento e esporulacédo, além de condicdes ideais para desenvolvimento da
leséo.

A mancha-foliar provocada por E. turcicum é caracterizada por lesdes
foliares necréticas alongadas de 2,5 a 15 cm de comprimento, de cor de palha e
acinzentada que pode levar a morte do tecido foliar. A doenca se desenvolve,
especialmente, em regides de clima tropical e subtropical, com temperatura
moderada entre 18 e 24 °C, com um 6timo de 20 °C, alta umidade relativa do ar,
com a presenca de orvalho nas folhas, no minimo 5 horas (Nwanosike e
Mabagala, 2017).

A esporulacdo da espécie E. rostratum, em condi¢cdes controladas, é
favorecida em temperatura de +28 °C. As lesdGes ocorrem nas margens das
folhas, sendo lesdes pequenas, elipticas, coloracdo verde acinzentada e nao
restritas as nervuras das folhas. Para o desenvolvimento da doenca € necessario
gue o hospedeiro esteja em um ambiente com umidade relativa cerca de 70%
(Levy e Pataky, 1992; Sharma et al., 2014).

As espécies B. maydis e E. turcicum sé&o fungos fitopatogénicos que tém
uma gama de hospedeiros e, quando ocorrem em culturas de grande importancia
agricola, podem resultar em grandes perdas econdmicas (Manamgoda et al.,
2014). A severidade a esses patdgenos pode variar de acordo com o grau de
resisténcia do material plantado e condi¢cdes edafocliméaticas (Hussain et al.,
2016; Nwanosike e Mabagala, 2017; Turgay et al., 2020).

Em milho-pipoca, pesquisas sdo desenvolvidas visando melhoramento da
cultura para resisténcia a B. maydis e E. turcicum, pois a cultura é extremamente
suscetivel a esses fungos (Kurosawa et al., 2018; Santos et al., 2020). Em relagéo
aos patogenos, as informacfes ainda sdo escassas em relacdo as condicdes
Otimas para seu desenvolvimento. Esse conjunto de informacdes € necessario
para compreender o patossistema e, assim, propor medidas de controle.

Para tracar medidas de controle eficientes € necessario realizar a
identificacdo correta de qual patébgeno ocorre na cultura. Para tal, é interessante

usar a combinacdo de dados morfolégicos, moleculares e patoldgicos, pois



podem oferecer mais confiabilidade nos resultados (Wang et al., 2017; Turgay et
al., 2020).

Grupos de pesquisa buscam realizar a identificacdo de espécies, por meio
de dados moleculares disponiveis em banco de dados, como o Genbank. para
estabelecer um limite e diferenciar espécies/géneros de fungos morfologicamente
semelhantes, bem como, oferecer uma revisdo sobre biologia, ecologia e
distribuicdo geografica desses fungos (Manamgoda et al., 2014; Hernandez-
Restrepo et al., 2018).

Entre os géneros estudados podem ser citados o Bipolaris e o Exserohilum.
No Brasil, as informacbes a respeito da ocorréncia e distribuicdo desses
patégenos ainda sdo escassas, sendo um passo importante e indispensavel para
estabelecer medidas de controle eficientes. Diante do exposto, torna-se
necessario saber quais espécies estdo associadas a mancha-foliar em milho no
territério brasileiro e, por essa razdo, foi utilizado o emprego de técnicas
moleculares associados as informac¢des morfolégicas e patoldgicas para melhor
caracterizar os patégenos no Brasil.

Dessa forma, nesta pesquisa buscou-se verificar quais as espécies de
Bipolaris e Exserohilum estdo associadas a mancha-foliar do milho por meio da
caracterizacdo morfomolecular e da patogenicidade dos isolados em linhagens de
milho-pipoca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ConsideragOes gerais do milho-pipoca

O milho-pipoca (Z. mays L. var. everta) pertence a familia Poaceae, sub-
familia Panicoideae e género Zea. Ha algumas teorias a respeito da origem do
milho-pipoca. Uma delas é que o mesmo se derivou do teosinto (Zea mexicana)
por selecdo direta do homem. E relatado que a pratica de estourar milho era
utilizada pelos indios americanos, antes mesmo da chegada dos colonos nas
tribos da América Central e do Sul (Gama et al., 1990).

O milho-pipoca possui grdos pequenos, pericarpo duro, hermeticamente
fechado e quando aquecidos a temperatura adequada, estouram, expondo o
endosperma (Morb e Fritsche-Neto, 2017). A capacidade de expansdo do milho-
pipoca € o que o diferencia do milho comum e o torna exclusivo ao consumo
humano (Sweley et al., 2013; Mord e Fritsche-Neto, 2017).

O milho-pipoca é um alimento bastante apreciado no Brasil, principalmente
na Regido Sudeste. Dados indicam maior consumo de pipoca no Brasil e, com
iSso, ocorreu um aumento na area plantada e a produgédo do milho-pipoca (lbrafe,
2021). O maior Estado produtor brasileiro € o Mato Grosso, que em 2018 teve
area plantada de 60.017 hectares, sendo a maior dos ultimos anos, com uma
produtividade média de 4.472 kg/ha (Kist, 2019).

A cultura tem um mercado mais estavel quando comparado ao de milho
comum, devido a um sistema integrado entre industria e produtor. O mercado esta

em expansdo e é uma boa opcdo econdémica aos produtores (Conab, 2020).



Porém, a limitacdo de cultivares adaptadas ao Brasil e a falta de material com
resisténcia as principais doencas ainda restringe seu cultivo, por isso, grande
parte do grdo encontrado no mercado brasileiro € importada (Kist, 2019).

Em relacdo ao preco, o milho-pipoca geralmente € mais rentavel do que o
milho comum (Conab, 2020) e tem enorme potencial econdmico com
possibilidade de expansdo (Sousa et al.,, 2016), porém, assim como outras
espécies cultivadas esta sujeita aos estresses bidticos e abidticos, que podem

reduzir a producao.

2.2. Mancha-foliar

Por muito tempo, manchas foliares causadas por espécies de fungos
fitopatogénicos incluidos nos géneros Bipolaris e Exserohilum eram conhecidas
apenas como helmintosporioses. Com o0 avanco dos estudos taxondmicos,
baseado em dados morfolégicos e moleculares. As espécies de fungos
causadores dessas doencas foram (re)classificadas, e hoje Bipolaris, Curvularia,
Drechslera e Exserohilum sdo bem separadas (Manamgoda et al., 2014,
Hernandez-Restrepo et al., 2018).

O género Helminthosporium foi estabelecido em 1809 e H. velutinum Link:
S. F. Gray, como a espécie tipo. Posteriormente, esse foi dividido em dois
subgéneros: Cilindro-Helminthosporium (espécies com conidios cilindricos que
germinavam por um ou mais tubos germinativos em qualquer célula) e Eu-
Helminthosporium (espécies com conidios fusiformes, retos ou curvas que
germinavam por um tubo germinativo nas células terminais) (Nisikado, 1929).

O subgénero Cilindro-Helminthosporium foi reclassificado como género
Drechslera, incluindo-se neste novo género fungos com conidio cilindrico e nédo
curvado. O género Drechslera pode ser diferenciado por sua capacidade de
desenvolver um tubo germinativo a partir de qualquer uma das células nos
conidios.

O subgénero Eu-Helminthosporium foi classificado como Bipolaris e
caracterizado por apresentar conidio curvado, germinacdo bipolar e a fase
teleomorfica associada ao Cochliobolus (Shoemaker, 1959). Cochliobolus é a

forma sexual tanto de Bipolaris quanto de Curvularia. O género Curvularia foi



criado tendo como caracteristica a presenca de um conidio fortemente curvado e
células centrais mais curtas e escuras do que as demais células dos conidios.

No entanto, foi observado que o género Bipolaris ainda ndo estava bem
definido, pois algumas espécies tinham um hilo protuberante, e outras néo.
Assim, Leonard e Suggs (1974) propuseram a criagcdo de um novo género, o qual
passou a se chamar Exserohilum. Este estudo também forneceu informacdes
adicionais sobre o grupo conhecido, até entdo, como Bipolaris spp.

Os géneros Bipolaris e Exserohilum s&o fungos fitopatogénicos,
causadores de mancha-foliar em culturas de importancia agricola, como o milho.
Ja foram relatados em varios paises e possui uma variedade de hospedeiro
associados a mais de 60 géneros de plantas. A delimitacdo morfolégica entre as
espécies de ambos os géneros é dificil devido a similaridade entre eles (Berbee et
al., 1999; Manamgoda et al., 2012; Farr e Rossman, 2020).

2.2.1. Mancha de Bipolaris

Em 1970, uma nova raca, conhecida na época como Cochliobolus
heterostrophus (syn. Helminthosporuim maydis ou B. maydis), provoca a doenca
conhecida como macha de Bipolaris, helmintosporiose maydis ou Southern leaf
blight of corn (SLBC). O patogeno foi detectado inicialmente na Flérida, o qual era
capaz de infectar hibridos de milho portadores do citoplasma macho-estéril e,
nessa época, a maioria dos hibridos produzidos tinham esterilidade masculina,
portanto, eram suscetiveis ao patdégeno (Bergamin Filho et al., 2018).

A disseminacdo nos EUA foi rapida e devastadora e, em dois meses, 0
patbgeno ja estava disseminado nos grandes estados produtores, causando
prejuizos econdémicos, uma perda proxima a 20 milhdes de toneladas. Foi a partir
de entdo que a mancha de Bipolaris ganhou importancia (Bergamin Filho et al.,
2018).

Os sintomas dependem do genotipo, das racas do fungo e, geralmente,
sdo lesdes pequenas marrons com formato eliptico no inicio (Manamgoda et al.,
2014). A mancha de Bipolaris, cujo patégeno é o fungo B. maydis , esta associada
as doencas foliares com diferentes sintomas os quais dependem da raca e a
ocorréncia das racas em lavouras pode estar relacionada com a variedade de
milho plantada (Wang et al., 2017).



As ragas fisiolégicas “C”, “O” e “T” ja foram relatadas na cultura. As ragcas T
(Texas) e C (Charrua) sdo patogénicas somente aos genotipos de milho com
citoplasma macho-estéril T e C, respectivamente. “O” é a mais antiga e menos
devastadora, causa lesdes foliares em genétipos com qualquer tipo de
citoplasma, inclusive o citoplasma mancho-estéril. A raga “T” foi responsavel pelo
aumento da importancia da doenca, devido aos prejuizos nos EUA, em 1970
(Pereira, 2005; Bergamin Filho et al., 2018).

A doenca é altamente destrutiva, principalmente em genotipos suscetiveis,
e melhor se desenvolve em regifes de clima tropical e/ou temperado, quentes e
umidos (Camargo, 2018). E recomendado o controle genético para a doenca e,
além do mais, € necessario realizar um manejo adequado para minimizar 0s
efeitos da doenca (Gama et al., 1990; Kurosawa et al., 2018; Sharma et al.,

2020).

2.2.2. Mancha de Exserohilum

Em 1972, nos Estados Unidos da América, foram identificados e isolados
fungos em sementes de milho importados da Guatemala. Na ocasiao, foi relatado
que o fungo era semelhante a espécie conhecida como B. rostratum. Outras
espécies foram isoladas de sementes e folhas de milho no Mississipi. Os novos
isolados eram semelhantes, morfologicamente, a Bipolaris, entretanto, tinham um
hilo proeminente. Essa é a caracteristica que distingue isolados de Exserohilum
de Curvularia ou Bipolaris. Foi entdo que o novo género e as novas espécies de
Exserohilum foram propostas (Leonard e Suggs, 1974).

Na periodo, as seguintes novas espécies foram propostas: Exserohilum
rostratum (Drechs), E. holmii (Luttrell), E. pedicellatum (Henry), E. monoceras
(Drechs.), E. frumentaceum (Mitra), E. turcicum. Em 1974, entdo, Exserohilum
passou a ser conhecido como um novo género de patdégeno de plantas, e incluiu
espécies que antes eram conhecidas como Bipolaris spp. A forma sexual
setosphaeria esta relacionada as diferentes espécies de Exserohilum (Leonard e
Suggs, 1974, Hernandez-Restrepo et al., 2020).

O patégeno E. turcicum provoca a doenca conhecida como northern leaf
blight of corn (NLBC), helmintosporiose comum ou macha de turcicum a qual

prevalece e se desenvolve em ambientes de clima Umido com temperatura



moderada de £ 20 °C, com periodo de orvalho de no minimo 5 horas (Nwanosike
e Mabagala, 2017).

A espécie consegue sobreviver em restos culturais, principalmente da soja,
e por isso pode se tornar uma fonte de inOGculo em plantios posteriores
(Montemarani et al., 2018). Os sintomas da doenca sao facilmente identificados
nas folhas, as quais deixam o tecido infectado necrosado de coloragdo marrom.
As lesdes tém formato eliptico e alongado, no entanto, esses sintomas
podem variar de acordo com o grau de resisténcia do hospedeiro
(Nwanosike e Mabagala, 2017; Sharma et al., 2020).

Considerando que existam diferentes ragas de E. turcicum, € indicado que
o controle da doenca ocorra por meio de resisténcia genética. Os genotipos
escolhidos devem ser indicados para a regiao de cultivo e devem ter preferéncia
ao uso de produtos quimicos, pois 0 uso de produtos quimicos pode favorecer o
desenvolvimento de novas cepas resistentes na natureza. Isso se torna uma
preocupacao tanto para a saude publica quanto para o meio ambiente (Sharma et
al., 2020; Turgay et al., 2020).

2.3. ldentificacdo e caracterizacdo de fungos

Historicamente, a identificacdo das espécies fungicas se sucedeu por meio
da comparacdo de caracteristicas morfolégicas como a cor, forma e dimensao,
porém, a instabilidade morfolégica e a sobreposicdo de caracteres entre as
diferentes espécies sdo pontos que dificultam a taxonomia morfolégica (Pinho et
al., 2016).

A identificacdo e caracterizagcdo de fungos fitopatogénicos com base
apenas na morfologia gera equivoco na nomenclatura de alguns patégenos. Os
géneros Bipolaris, Curvularia e Exserohilum compartilham alguns caracteres em
comum. Por isso, distingui-los baseando-se apenas na morfologia, podem
ocasionar problemas e gerar resultados duvidosos. Dessa forma, para a
identificacdo precisa da espécie, é necessaria a combinacdo de andlises
morfolégicas e moleculares (Manamgoda et al., 2014; Hernandez-Restrepo et al.,
2018).

Os fungos fitopatogénicos fazem parte de um grupo de organismos bem

diversificado, tanto na morfologia quanto ao seu posicionamento filogenético



(Massola Junior e Krugner, 2018). Para suprir as dificuldades encontradas nas
analises taxondmicas por métodos tradicionais, surge a filogenia molecular, a qual
permitiu resolver conflitos taxonémicos (Marin-Felix et al., 2017; Marin-Felix et al.,
2019).

Técnica de eletroforese com base na separacdo de enzimas e isoenzimas
foi, por muito tempo, a mais utilizada para identificacdo de algumas espécies de
fungos (Leuchtmann et al., 1992; Zervakis et al., 1994). Porém, em razdo das
limitacdes da técnica, estudos para identificacdo de espécies sao realizados por
meio da PCR (Polymerase Chain Reaction), que usam como marcadores acidos
nucleicos (Pinho et al., 2016; Marin-Felix et al., 2019).

2.4. Filogenia

A reconstrucdo da historia evolutiva dos organismos é o foco de alguns
pesquisadores desde os tempos de Darwin, quando 0 mesmo propds 0 conceito
de ancestralidade e relacdes filogenéticas. O pesquisador alemdo Willi Hennig
fundou a escola cladistica, também conhecida como sistematica filogenética, a
qual infere as relacfes evolutivas por meio de estudos morfoldgicos e genéticos
dos organismos que compartilham alguma caracteristica e € ilustrada por meio de
uma arvore filogenética (Nei e Kumar, 2000; Ridley, 2006).

Por muito tempo, a filogenia foi baseada em caracteres morfolégicos e em
fésseis. Contudo, com o advento das técnicas biotecnoldgicas, passaram a ser
baseados em dados moleculares, como as sequéncias &cidos nucleicos e
aminoacidos. Dessa forma, é possivel estudar com mais precisdo as relacdes
evolutivas dos organismos (Russo, 2001; Ridley, 2006).

Ao analisarmos as duas espécies com um caractere semelhante para
entender sua historia evolutiva, é preciso retroceder ao ancestral comum mais
recente de ambas as espécies. Se esse ancestral tem 0 mesmo carater, entdo o
carater das duas espécies descendentes € uma homologia, sendo semelhante por
ascendéncia evolutiva. Se o ancestral ndo tem o referido carater, € uma
homoplasia, ou seja, o carater evoluiu independentemente nas duas espécies
(Ridley, 2006).

Em analise filogenética é considerada a similaridade entre os organismos

estudados, assumindo que sdo homdlogos, ou seja, compartiham um ancestral
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comum. E importante destacar a diferenca entre o termo homologia e
similaridade. Homologia se trata de um dado qualitativo, ja a similaridade pode ser
quantificada. Assim, um determinado carater € homélogo ou néo. Por isso,
expressao como 95% de homologia é incorreta, entdo, deve-se usar o conceito de
95% de similaridade (Lemey et al., 2009; Russo, 2001).

Em caracteres morfoldgicos, a causa principal da homoplasia é a evolucéo
convergente, quando a mesma pressao seletiva atua em duas linhagens. Hennig
(1966) relata que as semelhangas ndo podem ser usadas como evidéncias
filogenéticas, pois essas semelhancas podem ser herdadas de forma né&o
parental. A filogenia molecular estuda as relacdes evolutivas entre 0os organismos,
porém, é baseada em dados moleculares — como sequéncias de DNA (Ridley,
2006).

Com a obtencdo de uma grande quantidade de dados moleculares, surgem
novas possibilidades para entender 0s processos evolucionarios que o0s
organismos sofreram (Caldart et al., 2016). Nesse aspecto, as sequéncias de
DNA sédo usadas com frequéncia para identificar e delimitar quais os limites

filogenéticos entre espécies e/ou géneros (Marin-Felix et al., 2017).

2.5. Alinhamento de sequéncias

De uma perspectiva bioldgica, um alinhamento de sequéncias € uma
hip6tese sobre a homologia das sequéncias de nucleotideos, assumindo que o0s
residuos alinhados divergiram de um estado ancestral comum (Lemey et al.,
2009). Este é o primeiro e mais importante passo para a realizacdo das analises
filogenéticas, portanto, é essencial a comparacdo de regiées homdlogas de boa
gualidade. O alinhamento busca a homologia posicional entre bases para,
posteriormente, possibilitar as analises de variacdes genéticas e estudo de suas
relacdes evolutivas (Caldart et al., 2016).

As sequéncias se diferem apenas na porgcdo correspondente a base
nitrogenada (A — adenina; C — citosina, G — guanina T — timina), pois o agucar e 0
grupo fosfato sdo os mesmos. Nessas moléculas, as mutacées podem ocorrer ao
acaso, e sao limitadas as quatro bases nitrogenadas. Teoricamente, cada sitio

evolui independente de qualquer outro sitio (Ridley, 2006).
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O uso de um programa computacional € necessario para fazer o
alinhamento e testar o maior niumero de possibilidades para, entdo, escolher
aquela mais parcimoniosa, ou seja, aquela que requer o menor numero de
substituicOes entre as sequéncias. Existem algoritmos que realizam o processo de
alinhamento multiplo de sequéncias, dentre os quais temos o Muscle (Multiple
Sequence Alignment).

Os algoritmos realizam o alinhamento par-a-par das sequéncias,
comecando pelas mais similares até que todas estejam alinhadas (Caldart et al.,
2016; Pinho et al., 2016). Um bom alinhamento é essencial para uma boa analise
filogenética. Dessa forma, se o alinhamento ndo é confiavel, a homologia
encontrada também nédo serd e dificilmente a filogenia produzida estara correta
(Russo, 2001; Caldart et al., 2016).

2.6. Distancia genética e modelo de substituicdo nucleotidica

O calculo da distancia genética é o primeiro passo nas analises das
sequéncias de nucleotideos. As sequéncias de DNA mudam no decorrer do
tempo, em virtude de forcas evolutivas que atuam sobre elas. Cada sequéncia
pode evoluir independentemente, mesmo quando sdo oriundas de um ancestral
comum (Lemey et al., 2009).

Os mecanismos de variabilidade genética - as mutacdes, duplicacdo de
genes e recombinacdo - sdo responsaveis pelo polimorfismo existente e usados
para inferir as relacdes filogenéticas (Caldart et al., 2016). As mutacbes podem
ser por substituicdo, remocado, insercao e inversdao. Em nivel molecular, a
mutacdo € uma mudanca na sequéncia de nucleotideos no DNA e corresponde a
uma fonte primaria da mudanca evolutiva, pois novos alelos podem ser
produzidos por mutacdo e transmitidos as sucessivas geracdes (Nei e Kumar,
2000).

Para a construcdo da filogenia de um taxon através da sequéncia de
nucleotideos, € necesséario construir uma matriz de dados baseados em modelos
de substituicdo nucleotideos ou modelos evolutivos (Posada, 2009). Modelos de
evolugdo sao conjuntos de suposicdes sobre o processo de substituicdo de

nucleotideos.
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O objetivo desses modelos é corrigir as distancias observadas pela
estimativa da quantidade de mudancas evolutivas. S&o descritas as diferentes
probabilidades de mudanca de um nucleotideo para outro, ao longo do tempo,
para assegurar na escolha entre diferentes hipéteses filogenéticas que melhor se
adequam aos dados.

Existem diversos modelos desde os mais simples aos mais complexos,
sendo a complexidade dada pelo aumento do numero de parametros
considerados nas analises. Dentre os modelos estdo a “distancia p”; o modelo
Jukes Cantor; Kimura 2-parametros; o Tajima-Nei; HKY; e o modelo GTR. O
modelo de substituicdo de “distancia p” € o mais simples e representa a proporgao
de posicdes em que as duas sequéncias diferem. O modelo GTR é o mais
complexo e admite seis diferentes parametros, ele considera as desigualdades na
composicdo de nucleotideos entre as sequéncias. Os parametros sdo as seis
possibilidades de substituicdo entre as bases A-G; A-C; AoT; GoC; GoT,
CoT (Caldart et al., 2016).

2.7. Métodos de reconstrucao filogenia molecular

Apos a escolha do modelo evolutivo, é necessario escolher um método de
reconstrucdo filogenética que melhor se adeque aos dados disponiveis. Os
métodos usados em andlises filogenéticas sdo baseados em algoritmos, que
buscam entre as suposicdes aquela que melhor representa 0 processo evolutivo
dos organismos e descrevem as diferentes possibilidades de mudanca de um
nucleotideo para o outro (Caldart et al., 2016; Pinho et al., 2016).

Os métodos podem ser baseados em matriz de distancia que buscam
reconstruir a topologia da arvore que melhor representa a matriz de distancias
entre os pares de taxons. Outro método € baseado em caracteres que sao usados
qgquando os nucleotideos séo analisados sitio a sitio (Nei e Kumar, 2000;
Brocchieri, 2001).

Os métodos baseados em caracteres sdo: maxima parcimdnia, maxima
verossimilhanca (maximum likelihood) e inferéncia bayesiana. A maxima
parcimdnia busca entre todas as arvores aquela que apresenta o0 menor numero
de mudangas ou passos evolutivos; a maxima verossimilhanca calcula a

probabilidade (verossimilhancga) de observar os dados de sequéncias em todas as
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topologias possiveis, entdo, aquela que apresentar a maior verossimilhanca é
considerada a melhor para estimar a historia evolutiva daqueles organismos em
estudo, por apresentarem menos erros de amostragem (Lemey et al., 2009). A
inferéncia bayesiana, assim como a méxima verossimilhanca, € um método
probabilistico, que usa os dados da verossimilhanca no calculo da chamada
probabilidade posteriori. A probabilidade posteriori (Prob(H/D)) compreende a
probabilidade a priori de um modelo (Prob(H)) multiplicado pela verossimilhanca
dos dados sob este modelo (Prob(D/H)), dividido pelo somatério de todas as
verossimilhancas de todos os modelos possiveis (Prob(D)), e o resultado permite
a escolha da arvore com maior chance de estar correta (Huelsenbeck et al., 2001;
Lemey et al.,, 2009). Desta forma, a arvore com maior probabilidade posteriori
pode ser escolhida como a melhor estimativa de filogenia (Huelsenbeck et al.,
2001).

O caélculo da (Prob(D)) era um empecilho para a utilizacdo dessa
metodologia, por demandar uma eficiéncia computacional impossivel de alcancar
devido ao numero muito grande de dados, uma vez que leva em consideracao
todos os somatorios de todos os tamanhos de ramos e valores dos parametros
para cada modelo evolutivo e suas combinacfes. A solucdo encontrada foi a
utilizacdo do método de amostragem Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC) (Lemey et al., 2009)

Em sistematica filogenética, comecgou-se a pensar no uso da inferéncia
bayesiana na década de 1990. Esse método € um conjunto de alteracbes
realizadas no modelo, em que sua ideia central é realizar pequenas modificacées
(de topologia, tamanho dos ramos) de ordem aleatéria e depois aceita-las ou
rejeita-las, de acordo com a probabilidade. Se a probabilidade aumentar apés as
alteracdes, um novo estado é aceito, até que ndo ocorram mais alteracdes

significativas (Lemey et al., 2009).

2.8 Filogenia do género Bipolaris

Para os géneros Bipolaris e Curvularia, embora as morfologias assexuadas
se agrupem em dois grupos bem definidos com base em dados moleculares e
morfologicos, suas morfologias sexuais sdo semelhantes, sugerindo, entdo, que

0os estados assexuados evoluiram e se diferenciaram mais rapido do que as
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morfologias sexuais (Manamgoda et al., 2012). No género Bipolaris, a fase
assexual é frequentemente encontrada na natureza, por isso ha uma tendéncia
em usar o nome Bipolaris em detrimento de Cochliobolus (Rossman et al., 2013).

Berbee et al. (1999) analisaram as relacbes filogenéticas de espécies
altamente virulentas em campo, relacionadas a Cochliobolus, baseados nas
regides de ITS (internal transcribed spacers) e GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate Dehydrogenase).

As relagbes entre Cochliobolus, Bipolaris e Curvularia foram verificadas
por meio de analises filogenéticas. Nesse trabalho, houve a separacdo em dois
grupos. O grupo 1 incluiu espécies de Cochliobolus e Bipolaris, as quais sao
altamente patogénicas em plantas, incluindo C. heterostrophus. No grupo 2,
estavam algumas espécies de Cochliobolus que foram transferidas para o género
Pseudocochlobolus. Neste segundo grupo havia espécies de Curvularia e
Bipolaris sem estados sexuais conhecidos. Andlises filogenéticas de hospedeiros
e patdgenos permitiram inferir se houve uma coevolucédo dos fungos, resultando
em fungos que infectam diversas plantas ou grupo de plantas hospedeiras
(Berbee et al., 1999).

Manamgoda et al., (2012) também estudaram o complexo Bipolaris-
Cochliobolus-Curvularia, e as espécies ficaram também divididas em dois grupos.
No grupo 1, ficaram agrupados Bipolaris e Cochliobolus juntamente com suas
espécies tipos, sendo que essas espécies exibiram caracteristicas morfolégicas
semelhantes a B. maydis, e todas as espécies identificadas neste grupo foram
altamente patogénicas em culturas de valor econémico, como em milho e arroz
infectados principalmente por B. maydis e B. oryza, respectivamente. No grupo 2,
ficaram classificadas as espécies de Curvularia semelhantes morfologicamente a
Curvularia lunata. Neste grupo, estdo algumas espécies anteriormente
denominadas Bipolaris, Cochliobolus e Curvularia. Como resultados deste
trabalho, algumas espécies que eram classificadas como Bipolaris foram
transferidas para Curvularia. A exemplo: B. australiensis, B. coicis, B. ellisii, B.
graminicola, B. hawaiiensis, B. ovariicola, B. ravenelii, B. spicifera, B. perotidis e
B. tripogonis.

Manamgoda et al. (2014) reconstruiram a filogenia molecular do género
Bipolaris por meio de sequéncias dos genes ITS, LSU e GPDH, e indicaram que

GPDH é o melhor marcador filogenético para este género. Os autores mostraram,
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ainda, a importancia dos dados moleculares e como sao essenciais para uma
identificacdo precisa das espécies dentro desse género. Por meio deste estudo, &
fornecido a comunidade cientifica um recurso para identificagdo de espécies e
sua distribuicdo geografica.

Marin-Felix et al. (2017), por sua vez, analisaram 21 géneros de fungos
fitopatogénicos. Os autores fornecem uma ferramenta para a taxonomia de alguns
géneros de fungos fitopatogénicos, entre os quais estdo Bipolaris. Para cada
género € fornecida a descricdo morfologica, patologia, distribuicdo, hospedeiro e

sintomatologia de doenca.

2.9. Filogenia do género Exserohilum

O género Exserohilum € um importante grupo de fungos patogénicos em
plantas, principalmente as monocotiledéneas. Apesar disso, a filogenia do género
foi revisada apenas h& pouco tempo (Hernandez-Restrepo et al., 2018). As
espécies em Exserohilum sdo morfologicamente muito variaveis, por isso a
analise molecular € necesséaria para uma correta identificacdo das espécies
(Marin-Felix, et al., 2019).

Para esse género, assim como para outras espécies de fungos, o uso de
andlise filogenética multilocus é altamente recomendado (Marin-Felix et al., 2019).
A filogenia do género foi revisada por Hernandez-Restrepo et al. (2018) com base
em nove loci: ITS, LSU, act, tub2, cam, gapdh, his, tefl and rpb2 combinados com
dados morfolégicos e, assim, os autores conseguiram definir limites para os
géneros: Exserohilum, Pyrenophora, Porocercospora, Bipolaris e Curvularia,
reagrupando algumas espécies quando necessérias. O estudo definiu onze
espécies conhecidas para o género E. monoceras, E. oryzicola, E. pedicellatum,
E. turcicum, E. corniculatum, E. holmii, E. khartoumensis, E. minor, E.
neoregeliae, E. protrudens e E. rostratum.

A regido GAPDH conseguiu resolver a maioria dos conflitos filogenéticos
existentes, mas como o estudo com esse enfoque ainda é recente, a filogenia
ainda néo foi bem resolvida. Por isso, € recomendada uma amostragem maior de
espécies, assim como a inclusdo de dados adicionais como compostos quimicos,
ecologia e gama de hospedeiros para as espécies (Hernandez-Restrepo et al.,
2018).
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3. TRABALHOS

3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E PATOGENICA
DE BIPOLARIS EM LINHAGENS DE MILHO-PIPOCA

RESUMO

O género Bipolaris é conhecido por provocar doencas em culturas de importancia
agricola e a espécie B. maydis é agente causal da mancha de Bipolaris. Neste
trabalho, objetivou-se estudar a diversidade e a patogenicidade de espécies de
Bipolaris associados a mancha-foliar no Brasil. Para tal, foram isolados e
identificados fungos presentes em lavouras de milho em seis Estados brasileiros;
realizada a caracterizacdo morfoldégica e molecular dos isolados; estimado o
potencial de linhagens de milho-pipoca quanto a resisténcia ao patégeno, e a
caracterizagdo patoldgica dos isolados em diferentes linhagens de milho-pipoca.
Amostras de folhas com sintomas de Bipolaris foram coletadas para o isolamento
direto do patégeno. As caracteristicas morfoldgicas avaliadas foram o crescimento
micelial, coloracdo da colénia e dimensdes dos conidios. A caracterizacao
molecular foi baseada nas analises multigénicas (ITS e GAPDH) via inferéncia
bayesiana. Em campo, sob condi¢cdes de inoculacdo natural, foram avaliadas 35
linhagens de milho-pipoca quanto a resisténcia a mancha de Bipolaris. Em
condi¢des controladas, a caracterizacdo patolégica dos isolados foi avaliada em
linhagens de milho-pipoca, previamente caracterizadas como resistente e

suscetivel. Onze isolados de Bipolaris foram identificados em lavouras de milho
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no Brasil. As analises morfolégicas ndo foram capazes de agrupar os isolados de
acordo com a espécie ou local de coleta. Baseado em anélises moleculares, duas
espécies de Bipolaris foram identificadas infectando o milho. A espécie B. maydis
foi coletada em cultivos de milho nos Estados de Alagoas, Espirito Santo, Mato
Grosso, Para, Rio de Janeiro e Tocantins. Ja B. gossypina foi isolada apenas no
Estado do Mato Grosso. Houve diferenca na performance das linhagens em
relacdo ao progresso da doenca, onde, de 35 linhagens avaliadas em campo, trés
delas foram selecionadas como contrastantes: a linhagem L623 como fonte de
resisténcia e, as linhagens L51 e L692, suscetiveis a doenca. Em condicOes
controladas, ndo foram observadas diferencas patolégicas entre os isolados
inoculados. Nas condi¢Bes estudadas, a linhagem L623 € a mais resistente. A
espécie B. maydis esta presente em lavouras pelo Brasil. Em condi¢cbes
controladas, todos os isolados testados causaram doenca nas linhagens de milho-
pipoca avaliadas. O fungo B. gossypina foi coletado apenas no Estado do Mato
Grosso. Este é o primeiro relato da espécie em milho no Brasil. A combinacdo de
dados morfolégicos, moleculares e patoldégicos sdo essenciais e podem ser

usados para determinar os patdgenos encontrados em cada regido.

Palavras-chave: Caracterizagdo molecular; Fungos fitopatogénicos; Mancha-foliar.

ABSTRACT

The genus Bipolaris are know to cause diseases in crops of agricultural
importance and one species B. maydis is the causal agent of Bipolaris spot. This
work aimed to study the diversity and pathogenicity of Bipolaris species associated
with leaf spot in Brazil. For this purpose, fungi present in maize crops in Six
Brazilian states were marked and identified; performed the morphological and
molecular characterization of the candidates; estimated the potential of popcorn
lines for resistance to the pathogen, and the pathological characterization of
concessions in different popcorn lines. Leaf samples with symptoms of Bipolaris
were collect for direct isolation of the pathogen. The morphological characteristics
evaluated were mycelial growth, colony color and conidia dimensions. Molecular
characterization was based on multigene analyzes (ITS and GAPDH) via Bayesian

inference. In the field, under natural inoculation conditions, 35 popcorn lines were
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evaluat for resistance to Bipolaris spot. Under controlled conditions, the
pathological characterization of the concessions was evaluate in popcorn lines,
previously characterized as resistant and susceptible. Eleven coverings of
Bipolaris were identify in maize crops in Brazil. Morphological analyzes were not
able to group them according to species or place of collection. Based on molecular
analysis, two species of Bipolaris were identify infecting corn. The species B.
maydis was collect from maize crops in the states of Alagoas, Espirito Santo, Mato
Grosso, Para, Rio de Janeiro and Tocantins. B. gossypina was isolated only in the
State of Mato Grosso. There was a difference in the performance of the strains in
relation to the progress of the disease, where, of 35 strains evaluated in the field,
three of them were select as contrasting: the strain L623 as a source of resistance
and the strains L51 and L692 susceptible to the disease. Under certain conditions,
no pathological differences were observ between the inoculated grantees. Under
the conditions studied, the L623 strain is the most resistant. A B. maydis species is
present in crops throughout Brazil. Under controlled conditions, all tested
participants caused the disease in the popcorn-inbred lines evaluated. The fungus
B. gossypina was collect only in the State of Mato Grosso. This is the first report of
the species in corn in Brazil. The combination of morphological, molecular and
pathological data is essential and can used to determine the pathogens found in

each region.

Keywords: Molecular characterization; Phytopathogenic fungi; Leaf spot.

INTRODUCAO

O milho-pipoca (Zea mays var. everta (Sturtev.) L.H. Bailey) € um tipo
especial de milho cujas caracteristicas sdo grdos pequenos, duros, de cores
variadas e, quando aquecidos, tém capacidade de estourar e expandir,
transformando-o em pipoca (Sweley et al., 2013). O consumo é bem apreciado no
Brasil, mas as informacfes a respeito da cadeia produtiva no pais ainda sao
escassas. Os Estados brasileiros que se destacam como produtores sdo o Mato
grosso e o Rio Grande do Sul (Kist, 2019).

A cultura do milho-pipoca é acometida pelas mesmas doencas que

ocorrem no milho comum, apresentando alta suscetibilidade, principalmente as
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doencas foliares. As principais doencas foliares na cultura séo ferrugem, mancha
de Bipolaris e mancha de Turcicum que afetam o rendimento e a qualidade do
grao (Arnhold, 2008; Santos et al., 2020). Dentre essas, a mancha de Bipolaris,
ocasionada por Bipolaris maydis (Nisik e Miyake) tem sido alvo de estudos
visando ao melhoramento da cultura para a resisténcia ao patdégeno (Saluci et al.,
2020).

O patdgeno se desenvolve em condi¢gBes de alta umidade e temperaturas
variando de 20 °C a 32 °C. A espécie B. maydis é relatada, principalmente, nas
Ameéricas e Asia (Bruns, 2017; Farr e Rossman, 2020). No Brasil, a ocorréncia da
distribuicdo do patdgeno ndo € conhecida e as pesquisas com essa abordagem
S&o0 escassas.

Os sintomas da mancha de Bipolaris sdo geralmente lesdes marrons, as
vezes, com coloracdo arroxeada e margem marrom-avermelhada, que
ocasionalmente coalescem e se tornam cinzas, formato eliptico no inicio e depois
alongado longitudinalmente com tamanhos variados, sendo que o0s sintomas
dependem do gendtipo, das racas do patdgeno e da resisténcia no hospedeiro
(Sun et al., 2020).

A doenca interfere nos atributos agronémicos da planta, como altura,
ndamero de gréos/espiga e rendimento da cultura. Os prejuizos causados pela
ocorréncia de B. maydis em milho comum podem chegar a até 80%. O dano
oscila em funcdo do grau de resisténcia, estadios fisiolégicos do hospedeiro,
patogenicidade e/ou condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento do
patégeno (Altaf et al., 2016; Hussain et al., 2016). Em milho-pipoca ndo ha
informacdes dos prejuizos causados. Sabe-se que a cultura é extremamente
suscetivel a B. maydis, 0 que compromete a producao e prejudica o potencial do
agronegacio vinculado a cultura.

Existem outras espécies do género que causam doenga na cultura no
milho, como B. zeae e B. zeicola (Shoemaker, 1959). Por isso € necessario
realizar a identificagcdo correta das espécies de Bipolaris para estabelecer
medidas de controle eficientes e realizar o manejo correto da doenca. Para o
género Bipolaris é interessante a combinacdo dos resultados morfologicos e
moleculares para identificar espécies (Berbee et al., 1999; Manamgoda et al.,
2014). E interessante, também, realizar pesquisas relacionadas a patogenicidade

e a distribuicdo geogréafica, além de estudos que busquem tanto a caracterizagcéo
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do patdégeno quanto a do hospedeiro, para fornecer um suporte aos programas de
melhoramento que visem resisténcia a doenca.

Diante do exposto, neste trabalho, objetivou-se estudar a diversidade e a
patogenicidade de espécies de Bipolaris associadas a mancha-foliar no Brasil.
Para tal, foram isolados e identificados fungos presentes em lavouras de milho em
seis Estados brasileiros; realizada a caracterizagcdo morfoldgica e molecular dos
isolados; estimado o potencial de linhagens de milho-pipoca quanto a resisténcia
ao patdgeno e a caracterizagdo patoldgica dos isolados em diferentes linhagens

de milho-pipoca.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencao dos isolados

Amostras de folhas com sintomas de Bipolaris foram coletadas em lavouras
de milho nos Estados de Alagoas, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Rio de
Janeiro e Tocantins, e identificadas de acordo com a procedéncia e hospedeiro. O
material vegetal foi encaminhado a Clinica Fitossanitaria da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF para isolamento do
patégeno, caracterizacao, manutencao das culturas e armazenamento.

O isolamento dos fungos foi realizado pelo método direto, como descrito
por Alfenas et al. (2016), que consiste em focalizar, com auxilio de um
microscopio estereoscopico, as estruturas do patégeno em amostras de folhas
com sintomas, e transferir conidios e/ou conidiéforos para placas de Petri
contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA).

Posteriormente, com as colénias em crescimento, foram obtidas culturas
puras a partir de repicagem de pontas de hifas. As placas foram mantidas em
camara de germinacgéo tipo “BOD”, em temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12
h de luz até o crescimento e/ou esporulacdo. Cada isolado foi armazenado em

agua destilada esterilizada (Castellani, 1939) e em freezer a - 18 °C.
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Caracterizacdo morfolégica dos isolados

Para a caracterizagdo morfologica dos isolados de Bipolaris, discos de 6
mm de didmetro das colbnias purificadas foram depositados no centro da placa de
Petri, contendo o meio de cultura BDA, e incubados em BOD a +25 °C, em regime
12h luz.

Apbs os 14 dias de incubacgédo, cada col6nia foi avaliada quanto a coloracao
predominante, ao aspecto do micélio e a forma da borda. O crescimento micelial
foi obtido diariamente pela medicdo do diametro das colonias em duas direcdes
ortogonais, obtendo-se a média de quatro repeticdes por isolado. O crescimento
foi avaliado até o momento em que um dos isolados alcancou a borda da placa.
Foram feitas quatro repeti¢cdes/isolado, considerando cada placa de Petri
(diametro de 90 mm) uma repeticdo, com delineamento inteiramente casualizado
(DIC).

O indice de velocidade média de crescimento do fungo — IVCM (cm/dia) foi
determinado conforme a férmula:

(D — Da)

VeM =3

Sendo: D: o diametro médio da colbnia no dia da medi¢éo; Da: o didametro médio
da coldnia no dia anterior; e, N: numero de dias apds a incubagéo.

As caracteristicas micromorfolégicas dos conidios (comprimento, largura e
ndamero de septos) foram mensuradas a partir da medigdo aleatéria de 30
conidios/isolado sob microscopio Nikon E-400 equipado com uma camera digital.

Os dados foram testados quanto a normalidade de residuos pelo teste
Shapiro-Wilk, e homogeneidade de variancias através do teste de Oneill e
Mathews (p<0,05). As variaveis que ndo atenderam aos pressupostos para
analise de variancia foram transformadas via aplicagéo da equagéo de Box e Cox
(Box e Cox, 1964). Posteriormente, apds as pressuposi¢cdes serem atendidas, 0s
dados foram submetidos novamente a andlise de varidncia e as médias
agrupadas pelo algoritmo de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia,
utilizando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2014) do programa R (R Core

Team, 2016).
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Caracterizacdo molecular:

Extragcdo de DNA e sequenciamento

O DNA gendmico dos fungos foi obtido de acordo com o protocolo de
extracdo descrito por Pinho et al. (2013), utilizando o kit comercial da Promega
(WizardGenomic DNA Purification Kit). A quantificacdo ocorreu utilizando
fluorimetria (Qubit®) de acordo com recomendacdes do fabricante. Apds a
extracdo e quantificacdo, o DNA permaneceu armazenado a -18°C até sua
utilizacao.

A PCR (polymerase chain reaction) das regidbes espacador interno
transcrito (internal transcribed spacers - ITS) e Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase - GPDH) foram
amplificadas usando primer e condicfes ja estabelecidas para o0 género
(Manamgoda et al., 2012).

Os primers wusados para regido de ITS foram ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(Glass e Donaldson, 1995). O termociclador foi programado para desnaturacao
inicial por trés minutos a 95°C; 30 ciclos de 30 segundos a 94°C - desnaturacao,
30 segundos a 55°C - anelamento; um minuto a 72°C - extensao; e a extensao
final por periodo de 10 minutos a 72°C.

Para a regido GPDH utilizaram-se os primers GPD1 5'-CAA
CGGCTTCGGTCGCATTG-3' e GPDH2 5' — GCCAAGCAGTTG GTTGTG C -3
(Berbee et al., 1999), nas condi¢cdes: desnhaturacdo inicial por dois minutos a
96°C; 30 ciclos de um minuto a 94°C — desnaturacdo, um minuto a 52°C —
anelamento, 45 segundos a 72°C — extensédo; e a extenséo final por periodo de
dez minutos a 72°C.

Os fragmentos de DNA foram amplificados no termociclador (Veriti®
Thermal Cycler). Cada reacao continha: 50 ng de DNA, tampéo PCR 1x, 1.0 U de
Taqg polimerase, 0,2 uM de primers, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 mM de MgCI2,
com o volume final de 25 pl. Os produtos da amplificacdo da PCR foram
visualizados em gel de agarose 1% (p/v) com o marcador de massa Kasvi DNA
Ladder, RTU modelo K9-100 L.
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Os produtos da PCR ficaram incubados em um termobloco por duas horas
a 60°C até a completa secagem, e entdo, encaminhada para a empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil), onde se realizou a
purificacdo e o sequenciamento.

As sequéncias de nucleotideos foram editadas e corrigidas manualmente,
quando necessérias, com auxilio do software DNA Dragon (Hepperle, 2011). O
arranjo dos nucleotideos, em posi¢c6es ambiguas, também foi corrigido utilizando
as sequéncias dos primers no sentido 5-3 e 3'-5. Para identificacdo dos
isolados, foram obtidas sequéncias das regides de ITS e GAPDH, oriundos de

artigos cientificos e depositados do GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). As

andlises aqui conduzidas foram baseadas em trabalhos anteriores para o género
Bipolaris (Tabela 1).

Filogenia molecular

As sequéncias consenso dos isolados foram comparadas com as obtidas
no banco de dados do GenBank, para fazer uma primeira identificagdo molecular
por meio da ferramenta de pesquisa e alinhamento BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990). Posteriormente, foram adicionadas
ao conjunto de sequéncias obtidas no Genbank e exportadas para o software
MEGA v. 7 (Nei e Kumar, 2000), onde foram alinhadas por meio da ferramenta
MUSCLE® (Edgar, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabela 1. Numeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA das espécies de Bipolaris
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Espécie Isolado Hospedeiro Local ITS GPDH Referencia

B. austrostipae BRIP 12490* Austrostipa verticillata Australia KX452442  KX452408 Tan et al. (2016)

B. axonopicola BRIP 11740* Axonopus fissifolius Australia KX452443  KX452409 Tan et al. (2016)

B. bamagaensis BRIP 15934 Dactyloctenium aegyptium  Australia KX452447  KX452413  Tan et al. (2016)

B. bamagaensis BRIP 13577~ Brachiaria subquadripara Australia KX452445  KX452411  Tan et al. (2016)

B. bicolour CPC 28811 Eleusine indica Tailandia MF490804 MF490826  Marin-Felix,Y. et al. (2017)
CBS 690.96 - - KJ909762 KM042893 Manamgoda et al. (2014)

B. chloridis CBS 242.77 Chloris gayana Australia JN192372  JIN600961 Manamgoda et al. (2011)
BRIP 10965* Chloris gayana Australia KJ415523 KJ415423 Tan et al. (2014)

B. clavata BRIP 12530* Dactyloctenium radulan Australia KJ415524 KJ415422 Tan et al. (2014)

B. coffeana M 1130 Buchloe dactyloides EUA KM230387 KMO034835 Manamgoda et al. (2014)
BRIP 14845* Coffea arabica Quénia KJ415525 KJ415421 Tan et al. (2014)

B. cynodontis CBS 109894 Cynodon dactylon Hungria KJ909767 KM034838 Manamgoda et al. (2014)
ICMP 6128 Cynodon dactylon Nova Zelandia JX256412 JX276427 Manamgoda et al. (2012)

B. gossypina BRIP 14840* Gossypium sp. Quénia KJ415528 KJ415418 Tan et al. (2014)

B. gossypina CF/UENF 482 Zea mays Centro-oeste (BR) MzZ452610 MZ556951  Este estudo

B. heliconiae BRIP 17189 Heliconia chartacea Australia KJ415529 KJ415416 Tan et al. (2014)
BRIP 17186* Heliconia psittacorum Australia KJ415530 KJ415417 Tan et al. (2014)

B. heveae CBS 241.92 Hevea sp. Nigeria KJ909763 KM034843 Manamgoda et al. (2014)

B. luttrellii 14643-1* Dactyloctenium aegyptium  EUA AF071350  AF081402  Berbee et al. (1999)

B. maydis M 1122/ C4 Zea mays EUA KM230389 KMO034847 Manamgoda et al. (2014)
CBS 137271/ C5* Zea mays Nova lorque AF071325  AF081380 Berbee et al. (1999)
AR 5182 Sorghum bicolor Japéo KM230388 KM034844 Manamgoda et al. (2014)
AR 5183 Sorghum bicolor Japao KM230390 KMO034848 Manamgoda et al. (2014)
CBS 13629.2 Zea mays Japao HF934926 HG779086 Tan etal. (2014)
CBS 307.64 Zea mays EUA HF934925 HG779085 Amaradasa et al., 2014
CBS 136291 Zea mays Japao KJ909769 KM034845 Manamgoda et al. (2014)
CPC 28823 Saccharum officinarum Tailandia MF490808 MF490830 Marin-Felix,Y. et al. (2017)
CF/UENF 475 Zea mays Tocantins (BR) MZz452606 MZzZ556947  Este estudo
CF/UENF 477 Zea mays Para (BR) MZz452607 MZ556948  Este estudo
CF/UENF 479 Zea mays Alagoas (BR) MZz452608 MZzZ556949  Este estudo
CF/UENF 481 Zea mays Mato Grosso (BR) MZz452609 MZ556950  Este estudo
CF/UENF 492 Zea mays Espirito Santo (BR) MZzZ452611  MZ556952  Este estudo
CF/UENF 496 Zea mays Espirito Santo (BR) MzZ452612 MZ556953  Este estudo
CF/UENF 501 Zea mays Rio de Janeiro (BR) MZzZ452613 MZ556954  Este estudo
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CF/UENF 502 Zea mays Rio de Janeiro (BR) MzZ452614 MZ556955  Este estudo
CF/UENF 503 Zea mays Rio de Janeiro (BR) MZ452615 MZ556956  Este estudo
CF/UENF 508 Zea mays Rio de Janeiro (BR) MZzZ452616 MZ556957  Este estudo
B. microlaenae CBS 28091* Microlaena stipoides Australia JN601032 JN600974 Manamgoda et al. (2011)
B. microstegii CBS 132550 Microstegium vimineum EUA JX089579 JX089575 Crous et al., 2012
B. oryzae MFLUCC100715* Oryza sativa Tailandia JX256416 JX276430 Manamgoda et al. (2014)
B. panici-miliacei BRIP 12282 Panicum miliaceum Japéo KJ415531 KJ415415 Tan et al. (2014)
CBS 199.29* Panicum miliaceum Japéo KJ909773 KM042896 Manamgoda et al. (2012)
B. peregianensis BRIP 12970* Cynodon dactylon Australia JN601034 JN600977 Manamgoda et al. (2014)
DAOM 221998 Cynodon dactylon Australia KJ922393 KMO034849 Manamgoda et al. (2014)
B. sacchari ICMP 6227 Oplismenus undulatifolius N Zelandia KJ922386 KMO034842 Manamgoda et al. (2014)
B. saccharicola CBS 325.64 - - KY905675 KY905687 Marin-Felix,Y. et al. (2017)
CBS 155.26* - - KY905674  KY905686  Marin-Felix,Y. et al. (2017)
B. secalis BRIP 14453 Secale cereale Argentina KJ415537 KJ415409 Manamgoda et al. (2014)
B. setariae CPC 28802 Imperata cylindrica Tailandia MF490811 MF490833  Marin-Felix,Y. et al. (2017)
CBS 141.31 - - EF452444 EF513206 Andrie et al., 2007
B. shoemakeri BRIP 15929* Ischaemum rugosum Australia KX452453  KX452419  Manamgoda et al. (2014)
BRIP 15806 Ischaemum rugosum Australia KX452452 KX452418 Manamgoda et al. (2014)
B. simmondsii BRIP 12030* Zoysia macranta Australia KX452454  KX452420 Manamgoda et al. (2014)
B. sivanesaniana BRIP 15822 Paspalidium distans Australia KX452456 KX452422 Manamgoda et al. (2014)
BRIP 15847* Paspalidium distans Australia KX452455 KX452421 Manamgoda et al. (2014)
B. subramanianii BRIP 16226* Setaria sphacelata Australia KX452457 KX452423  Tan et al. (2016)
B. variabilis CBS 127736 Pennisetum clandestinum Brasil KY905677 KY905689 Marin-Felix et al. (2017)
CBS 127716* Pennisetum clandestinum Argentina KY905676 KY905688 Marin-Felix et al. (2017)
B. victoriae CBS 327.64* Avena sativa EUA KJ909778 KM034811 Manamgoda et al. (2014)
B. woodii BRIP 12239* Paspalidium caespitosum Australia KX452458  KX452424  Tan et al. (2016)
B. yamadae CBS 127087 Euphorbia sp Brasil KY905673 KY905685 Manamgoda et al. (2014)
CBS 202.29* Panicum miliaceum Japéo KJ909779 KM034830 Manamgoda et al. (2014)
B. zeae BRIP 11512* Zea mays Australia KJ415538 KJ415408 Tan et al. (2016)
DAOM 211267 Triticum sp. Canada KJ909787 KM034818 Manamgoda et al. (2014)
B. zeicola AR 5166 Sorghum sp. EUA KJ909788 KM034813 Manamgoda et al. (2014)
FIP 532* Zea mays EUA KM230398 KMO034815 Manamgoda et al. (2014)

ITS = internal transcribed spacer; GPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
CF/UENF = Colec¢éo da Clinica Fitossanitaria da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF. *espécie tipo
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Os modelos de substituicdo nucleotidica para a analise filogenética
foram calculados independentemente para cada regido e também para a
concatenada (ITS, GAPDH e ITS+GAPDH), usando o MrModeltest (Posada e
Buckley, 2004) e selecionados de acordo com Akaike Information Criterion
(AIC) implementado no PAUP v. 4.0b10.

A andlise filogenética para cada gene e a concatenada foi gerada por
meio da inferéncia bayesiana, usando o método de Monte Carlo via Cadeias de
Markov (MCMC). Duas andlises simultaneas, cada uma composta por quatro
cadeias MCMC, foram conduzidas iniciando as arvores aleatoriamente até 107
de geracbes. As arvores foram amostradas a cada 1000 geracdes, resultando
em 10.000 arvores e descartadas da analise as primeiras 2500. O valor de
probabilidade posteriori (Rannala e Yang, 1996) da arvore consenso foi
calculado baseado nas 7500 &rvores restantes.

A convergéncia dos logs de verossimilhanca foi analisada com o
software TRACER v. 1.4.1 (Rambaut e Drummond 2013). A arvore foi
visualizada no software FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2009) e exportada para um
programa editor de imagem. A espécie Curvularia lunata CBS 730.96 foi
utilizada como grupo externo (outgroup) nas analises. A analise final
concatenada da inferéncia bayesiana para o género Bipolaris foi gerada na
plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010).

Caracterizacao patolégica

Ensaio de campo para selecionar os contrastes de linhagens de milho-

pipoca

O experimento foi instalado em dezembro de 2018 na area experimental
do Colégio Estadual Agricola Antbnio Sarlo, em Campos dos Goytacazes,
situado na Regido Norte do Estado do Rio de Janeiro, a 21° 45’ latitude 41° 20’
longitude e altitude de 11 m. Foram avaliadas 35 linhagens endogamicas de
milho-pipoca, em geracdo S7, de diferentes genealogias adaptadas ao clima
tropical e temperado (Tabela 2).
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Tabela 2. Linhagens endogamicas de milho-pipoca avaliadas para selecionar
as linhagens contrastantes.

Linhagens Popul_agéo de Ad_apt,a_c;éo Institgigéo de
Origem climatica Origem
L203 IAC 125 Temperado/ Tropical IAC
L204 IAC 125 Temperado/ Tropical IAC
L261 PARA 172 Temperado CIMMYT
L262 PARA 172 Temperado CIMMYT
L263 PARA 172 Temperado CIMMYT
L265 PARA 172 Temperado CIMMYT
L266 PARA 172 Temperado CIMMYT
L270 PARA 172 Temperado CIMMYT
L292 URUG 298 Temperado CIMMYT
L293 URUG 298 Temperado CIMMYT
L294 URUG 298 Temperado CIMMYT
L363 PR 023 Tropical UEM
L476 SE 013 Tropical UEM
L477 SE 013 Tropical UEM
L509 PA 170 Roxo Temperado/ Tropical CIMMYT
L51 Beija-flor Temperado/ Tropical UFV
L55 Beija-flor Temperado/ Tropical UFV
L623 PA 091 Temperado/ Tropical UEM
L624 PA 091 Temperado/ Tropical UEM
L682 UENF 14 Tropical UENF
L683 UENF 14 Tropical UENF
L685 UENF 14 Tropical UENF
L686 UENF 14 Tropical UENF
L688 UENF 14 Tropical UENF
L689 UENF 14 Tropical UENF
L691 UENF 14 Tropical UENF
L692 UENF 14 Tropical UENF
L693 UENF 14 Tropical UENF
L695 UENF 14 Tropical UENF
L70 BRS-Angela Tropical EMBRAPA
L71 BRS-Angela Tropical EMBRAPA
L76 Vicosa Temperado/ Tropical UFV
P2 Composto CMS-42 Temperado/ Tropical EMBRAPA
P3 Composto CMS-42 Temperado/ Tropical EMBRAPA
Racas Sul-
P4 americanas Temperado/ Tropical IAC - Brasil
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A temperatura média do ar no periodo do experimento foi de 27°C e a
umidade relativa média de 72%. O solo foi preparado mecanicamente com
gradagem seguida de sulcagem. Os tratos culturais como adubacéo, irrigacéo
e controle do mato foram realizados na area. A adubacéo foi realizada baseada
na andlise prévia do solo. A adubacdo de plantio com 80g/m de NPK (04-14-
08); aos 30 dias ocorreu a adubacao de cobertura com 30 g/m de NPK (20-00-
20) e aos 40 dias 20 g/m de Ureia (45-00-00); a irrigacéo foi por asperséo, a
cada dois dias; o controle de plantas daninhas foi realizado com capina
manual, aos 25 dias ap0s o plantio e, posteriormente, ocorreu o controle do
mato com rocadeira.

A semeadura foi realizada manualmente com espacamento de 0,2 m
entre plantas e 0,90 m entre fileiras, resultando em densidade aproximada de
55.555 plantas/hectare. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com quatro repeticbes. Cada unidade experimental foi constituida
por trés fileiras de 2 m de comprimento cada.

A doenca se manifestou através de infec¢do natural, uma vez que a area
possui historico de plantios sucessiveis de milho e ocorréncia da doenca em
questdo (Kurosawa et al., 2018). O desempenho das linhagens quanto a
resisténcia a B. maydis foi avaliado monitorando-se a incidéncia e a severidade
da doenca nas plantas. As avaliagdes foram no décimo quinto e no trigésimo
dia apos o inicio do florescimento — periodo no qual a ocorréncia da doenca €
favorecida. Para a area util para essa avaliagcdo foram consideradas as cinco
plantas centrais de cada unidade experimental.

A incidéncia de B. maydis na planta (IBP), representada pelo numero de
folhas com sintomas, foi obtida por meio da expressao:

n. de folhas com sintemas
x 100

n. de folhas totais

A severidade de B. maydis na folha (SBF) foi representada pela area
lesionada na folha anexa a primeira espiga. A SBF foi avaliada visualmente,
com auxilio da escala diagramatica (Figura 1), onde o intervalo de severidade €

expresso em 0%; 1%; 5%; 25% e 50% de area foliar lesionada (James, 1971).
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Figura 1. Representacdo diagramatica para avaliacdo de severidade de
Bipolaris maydis em folhas de milho. Fonte: James, 1971.

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade de residuos e
homogeneidade de variancias pelo teste Shapiro-Wilk, e homogeneidade pelo
teste Oneill e Mathews (p<0,05). Atendidos os pressupostos, realizou-se a
analise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p<0,05).

Para a analise de variancia foi considerado o modelo em parcelas
subdivididas no tempo (genétipos na parcela e tempo de avaliacdo na
subparcela). Quando identificada a existéncia de diferengas significativas pelo
teste F, as médias foram agrupadas pelo algoritmo de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote
ExpDes.pt (Ferreira et al.,, 2014) do programa R (R Core Team, 2016). O
modelo matematico empregado foi:

Yijk = m + Ai+ eaik + Bj+ (AB)ij+ Blk + ebi,

Em que: Yijk é o valor observado no i-ésimo tratamento, k-ésimo bloco e
j-ésima subparcela; m € uma constante; Ai € o efeito do i-ésimo fator A; eik 0
residuo (a) da parcela; Bj é o efeito do j-ésimo fator B; Blk é o efeito do Bl-ésimo
bloco; (AB)ij € a interacdo entre o i-ésimo fator A e o j-ésimo fator B; e ebik € 0

residuo (b) da subparcela.
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Avaliacao patologica dos isolados em condi¢cBes controladas

A suspensdo contendo esporos de cada isolado foi inoculada nas
linhagens de milho-pipoca, previamente caracterizadas como resistentes e
suscetiveis ao patdgeno. A suspensao foi ajustada, com auxilio de um
hemacitdmetro, na concentracdo de 10* conidios/mL. Seis isolados de B.
maydis e o isolado de B. gossypina foram selecionados.

As plantas foram cultivadas em vasos plasticos contendo 3 L de
substrato contendo solo, areia e esterco bovino, na proporcdo 2:1:1. Apos
germinacao das sementes, permaneceram duas plantulas por vaso, as quais
ficaram na casa de vegetacdo até atingirem o estadio fenologico V4 (quarta
folha expandida, apresentando colar, ligula e auriculas visiveis).
Posteriormente, as plantas foram alocadas em cameras de crescimento para
um melhor controle ambiental (umidade relativa do ar £ 90%, temperatura +
25°C e regime de luz 12h.), ocasido em que foram inoculadas com a
suspensao de esporos até o ponto de escorrimento (Saluci et al., 2020).

A severidade nas plantas inoculadas com os isolados de B. maydis foi
obtida com auxilio da escala diagramatica, a mesma utilizada no ensaio de
campo (Figura 1). ApGs a inoculacdo foram realizadas quatro avaliacdes, o que
permitiu calcular a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). A
incidéncia de Bipolaris na planta (IBP) foi avaliada apenas na primeira
avaliacdo, ou seja, trés dias apdés a inoculacdo. A IBP é expressa em
porcentagem. Ambas as avaliacbes foram realizadas na quarta folha
expandida. O patégeno foi (re)isolado nas linhagens testadas, a fim de
confirmar a patogenicidade.

O delineamento foi em blocos casualizados em multiplos ambientes com
trés repeticdes, sendo cada vaso considerado uma unidade experimental, com

duas plantas em cada.
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Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade de residuos e

homogeneidade de variancias pelo teste Shapiro-Wilk, e homogeneidade via

teste Oneill e Mathews (p<0,05). Atendidos os pressupostos, realizou-se a

andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p<0,05). O modelo matematico
empregado foi:

Yik=m + B/Aik + Gi + Aj + GAjj + Eik

Em que Yijk é o valor observado na parcela correspondente ao i-€simo
genotipo alocado no j-ésimo ambiente (isolado) no k-ésimo bloco; m é a
constante geral; B/Ajk € o efeito do k-ésimo bloco no j-ésimo ambiente; Gi é o
efeito do i-ésimo gendtipo; Aj é o efeito do j-ésimo ambiente; GAij € o efeito da
interacdo entre o i-ésimo gendtipo com o j-ésimo ambiente e; Eijk € o erro
aleatério associado a observacéo Yijk.

Os dados foram submetidos as analises de variancias conjunta e
individual e, quando constatado efeito significativo, efetuou-se o teste de média
Tukey utilizando o software estatistico Genes (Cruz, 2013). Além disso,
construiram-se graficos de boxplot para cada variavel, agrupando os valores
estimados em cada unidade experimental das linhagens dentro de cada

isolado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencdao dos isolados e caracteristicas morfolégicas

Nas areas analisadas, onze isolados de Bipolaris foram obtidos e
identificados em lavouras de milho. Os isolados foram coletados nos Estados
de Alagoas, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Rio de Janeiro e Tocantins. A
maioria dos isolados foi identificado como B. maydis. Apenas um isolado foi
identificado como B. gossypina, coletado no Estado do Mato Grosso (Tabela 3).

Todas as caracteristicas morfologicas analisadas apresentaram
diferencas significativas entre os isolados de Bipolaris. Houve formacéo de
grupos distintos para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM).
Em relagcdo ao numero de septos, comprimento e largura dos conidios, houve

apenas a contagem e descricdo das mesmas (Tabela 4).
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Tabela 3. Isolados de Bipolaris infectando milho em seis Estados brasileiros

Isolado Espécie Hospedeiro Coleta Local de coleta
CF/UENF 475 B. maydis Milho comum out/17 Gurupi— TO
CF/UENF 477 B. maydis Milho comum abr/18 Paragominas — PA
CF/UENF 479 B. maydis Milho comum mar/18 Rio Largo — AL
CF/UENF 481 B. maydis Milho comum mai/l8 Tangara da serra - MT
CF/UENF 482 B. gossypina Milho comum mai/18 Tangara da serra - MT
CF/UENF 492 B. maydis Milho comum nov/18 Alegre - ES
CF/UENF 496 B. maydis Milho-pipoca mar/19 Alegre - ES
CF/UENF 501 B. maydis Milho-pipoca mar/18 Campos dos Goytacazes-RJ
CF/UENF 502 B. maydis Milho-pipoca ago/18 Campos dos Goytacazes-RJ
CF/UENF 503 B. maydis Milho-pipoca nov/18 Campos dos Goytacazes-RJ
CF/UENF 508 B. maydis Milho-pipoca nov/19 Campos dos Goytacazes-RJ

Tabela 4. Caracteristicas morfolégicas de onze

isolados de Bipolaris

patogénicos ao milho, cultivados em meio de cultura BDA, apds 14 dias de

incubacao.
Conidios
Isolados VCM* Comprimento Largura Numero de

(pm) (um) septos
CF/UENF 475 1.76 d 48.95-11851 12.91-18.03 5-10
CF/UENF 477 092 e 58.11-114.22 12.55-17.96 7-12
CF/UENF 479 229 ¢ 50.23-96.01 11.39-20.58 5-9
CF/UENF 481 2.03 d 48.53 -98.37 13.07-17.91 5-11
CF/UENF 482* 343 b 32.07-65.94 11.58 - 15.57 3-9
CF/UENF 492 1.87 d 28.8-71.44 10.45-15.15 3-8
CF/UENF 496 584 a  42.00-80.46 9.82-14.43 5-10
CF/UENF 501 219 d 91.97 -52.79 16.35-10.88 4-10
CF/UENF 502 2.64 c 87.2-44.05 15.86-9.46 1-6
CF/UENF 503 271 c 71.6-21.54 14.75 - 8.45 4-9
CF/UENF 508 381 b 72.87 -32.81 15.97 - 10.52 2-8
CV (%) 18.65

*Variavel transformada via aplicacdo da equacdo de Box e Cox (1964) **
espécie B. gossypina. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Na variavel IVCM foi observada diferenca significativa entre os isolados.
No entanto, os grupos formados ndo estavam de acordo com as espécies e/ou
regido de origem, demonstrando grande variagdo na morfologia entre os
distintos isolados. Ressalta-se, portanto, a necessidade de analises e técnicas
mais precisas para distinguir as espécies dentro do género, uma vez que as
formas morfolégicas sofrem grande influéncia do ambiente (Bhunjun et al.,
2020; Sun et al., 2020).
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Os isolados de B. maydis, em meio de cultura BDA, apos 14 dias de
crescimento das coldnias, tém como coloragao predominante cinza esverdeada
na frente e preto verso da placa, textura cotonosa, borda irregular, o centro da
colbnia, geralmente, tinha coloragdo mais clara. A formacéo de setores e zonas
também foi observada. A maioria das col6nias dos isolados cresceu lentamente
e ndo atingiu a borda da placa durante a avaliacdo. A esporulacdo dos isolados
com 14 dias de incubacéo foi abundante.
Os conidios foram classificados como fusiforme, com dimensdes médias
de 28.8 - 118.51 x 8.45 - 20.58 ym (comprimento/largura), coloragdo marrom,
curvo, distoseptado e hilo truncado. Conidiéforos geralmente surgindo

individualmente ou em pequenos grupos, septados, retos ou sinuosos, com

tubo germinativo surgindo em ambas as extremidades (Figura 2).

Figura 2. Aspecto morfolégico de B. maydis (CF/UENF 477) em meio de cultura
BDA aos 14 dias de crescimento a 25 °C. (A) Frente da colbnia; (B) verso da
colénia; (C) conidios e conidioforos; (D) conidiéforos individuais; (E) conidio
individual. Barras de escala (C, D, E) = 20 um.
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J& o isolado de B. gossypina apresentou colénias com coloracdo preta
esverdeada, textura aveludada e borda irregular com uma leve pigmentacéo
marrom no meio de cultura. As coldnias ndo atingiram toda a extensao da placa
durante a avaliagdo. A esporulacao do isolado, aos 14 dias de incubacéo, foi
abundante.
As dimensfes médias dos conidios foram 32.07 - 65.94 x 1158 -
15.57 um (comprimento/largura), coloragdo marrom escura, formato obclavado,
ligeiramente curvo, distoseptado, com hilo truncado e delicadamente
acentuado. O turbo germinativo, geralmente surgindo em ambas as
extremidades dos conidios. Conidioforos com coloracdo marrom geralmente
surgindo individualmente, em pares, ou em pequenos grupos, septados, retos

Ou sinuosos com cicatrizes conidiogénicas marrom escura (Figura 3).

Figura 3. Aspecto morfolégico do isolado de B. gossypina (CF/UENF 477). (A)
Frente e (B) verso das colénias em BDA 14 dias a 25°C; (C) conidioforos
individuais e hifas; (D) conidios individuais. Barras de escala (C e D) = 20 um.
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Em geral, as espécies de B. maydis sdo maiores que as de B. gossypina
e com coloracdo das hifas, conidios e conidiéforos castanhos mais claros. A
espécie B. gossypina tem hilo truncado, porém, é levemente acentuado,
geralmente com as extremidades dos conidios mais clara e forma mais
arredondada quando comparados com as espécies de B. maydis, e 0 aspecto
da colbnia é aveludado.

As caracteristicas morfolégicas e culturais encontradas para as duas
espécies foram compativeis com aquelas j& descritas na literatura. Nos
isolados, algumas caracteristicas que distinguem morfologicamente as
espécies de Bipolaris, Exserohilum ou Curvularia foram observadas. O hilo
truncado foi observado em todos os isolados — essa € a caracteristica que
distinguem as espécies do género Exserohilum (Hernandez-Restrepo et al.,
2018). Ja conidios mais curvados € uma caracteristica marcante do género
Curvularia, assim como um numero reduzido de septos, ambas as
caracteristicas ndo foram observadas nos isolados analisados (Manamgoda et
al., 2014).

Como ndo houve a formacao de grupos de espécies em nenhuma das
variaveis analisadas, ressalta a importancia das técnicas moleculares para a
identificacdo em nivel de espécies deste género (Manamgoda et al., 2012;
Marin-Felix et al., 2017).

Filogenia molecular

A andlise filogenética, tanto das regibes de ITS quanto de GAPDH, foi
realizada com 81 taxons, e destes, 11 foram gerados neste estudo: CF/UENF
475, CF/UENF 477, CF/UENF 479, CF/UENF 481, CF/UENF 482, CF/UENF
492, CF/UENF 496, CF/UENF 501, CF/UENF 502, CF/UENF 503 e CF/UENF
508.

O alinhamento das sequéncias da regido de ITS resultou em um total de
454 caracteres, sendo que a maioria, 84%, foram sitios conservados; 14%
foram variaveis e apenas 8% foram sitios informativos para parciménia. Ja o
alinhamento das sequéncias da regido de GAPDH resultou em um total de 509
caracteres, 65% dos caracteres foram sitios conservados, 27% variaveis e 19%

foram informativos para parcimonia (Tabela 5).
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Tabela 5. Propriedade do alinhamento das sequéncias de DNA para 0 género
Bipolaris e modelo de substituicdo nucleotidica por regido do gene (ITS e
GAPDH) e para o concatenado (ITS+GAPDH).

ITS GAPDH ITS+GAPDH
NUmero de caracteres 454 509 963
Sitios conservados 384 349 733
Sitios variaveis 64 141 205
Sitios informativos de parciménia 38 95 133
Modelos de substituicdo nucleotidica GTR+I GTR+G GTR+I+G
Conteudo AT (%) 53,3 45,1 48,9
Conteudo CG (%) 46,7 54,9 51,1

ITS = internal transcribed spacer; GPDH = glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

A estrutura topoldgica da arvore ITS e GAPDH é semelhante em termos
de clados principais ao conjunto de dados concatenados. Em termos de
conjunto de dados, a topologia da arvore GAPDH (dados nédo apresentados) foi
similar ao conjunto de dados concatenados. A analise filogenética concatenada
das regifes de ITS e GAPDH foi realizada com 66 taxons, e destes, 11 foram
gerados neste estudo.

Por meio da andlise filogenética foi possivel identificar duas espécies do
género Bipolaris infectando o milho: B. maydis e B. gossypina, agrupadas em
dois clados diferentes e bem definidos. A maioria das espécies (dez) foi
agrupada no maior clado da arvore, este com um valor de probabilidade
posteriori (pp) de 1, portanto, excelente confiabilidade de ramos. O isolado
CF/UENF 475 ficou agrupado junto com a espécie tipo (CBS 137271) e outros
isolados de B. maydis. A espécie de B. gossypina formou outro clado, junto
com sua espécie tipo (BRIP 14840), sendo que este clado também teve um
valor de pp=1 (Figura 4).
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1, B. gossypina CF/UENF 482
—[B. gossypina BRIP 14840*
1 B. bicolour CPC 28811
I:B. bicolour CBS 69096

B. microstegii CBS 132550 —_
B. victoriae CBS 32764*
1 B. zeicola AR 5166
B. zeicola FIP 532*
B. woodii BRIP 12239*
B. variabilis CBS 127736
B. variabilis CBS 127716*
0.95 B. zeae BRIP 11512*

. B. zeae DAOM 211267
1r— B. secalis BRIP 14453
B. shoemakeri BRIP 15929*
0.99 B. shoemakeri BRIP 15806

2 B. subramanianii BRIP 16226*

B. luttrellii 146431*
B. austrostipae BRIP 12490*
0.94 B. coffeana M1130

1 B. coffeana BRIP 14845*

B. cynodontis ICMP 6128
0.58 B. cynodontis CBS 109894
0.89r— B. bamagaensis BRIP 15934
B. bamagaensis BRIP13577*
B. chloridis CBS 24277
4 B. chloridis BRIP 10965*
B. clavata BRIP12530*

B. axonopicola BRIP11740*

0.9 B. heveae CBS 24192
41‘—5 simmondsii BRIP 12030*
B. microlaenae CBS 28091*

0.931 B- oryzae MFLUCC 100715*
1 : B. sivanesaniana BRIP 15847*
11 gaL B. sivanesaniana BRIP 15822
B. panici miliacei BRIP 12282
0.99%B. panici miliacei CBS 19929*

1 B. peregianensis BRIP 12970

_— AT [B. peregianensis DAOM 221998
0.85 L_B. sacchari ICMP 6227
1 B. setariae CPC 28802
B. setariae CBS14131
B. yamadae CBS 127087
1L B. yamadae CBS 20229*

B. heliconiae BRIP 17186*
1L B. heliconiae BRIP 17189
B. saccharicola CBS32564
1L B. saccharicola CBS15526*
- B. maydis CF/UENF 475
I B. maydis M1122/C4
I B. maydis CBS 137271*
I B. maydis ARS 182
TF B. maydis AR5 183

I-B. maydis CBS 30764
B. maydis CF/UENF 477
B. maydis CF/UENF 479
B. maydis CF/UENF 481
B. maydis CF/UENF 492
B. maydis CF/UENF 496
B. maydis CF/UENF 501
B. maydis CF/UENF 502
B. maydis CF/UENF 503
B. maydis CF/UENF 508
B. maydis CBS 13629
B. maydis CPC 28823

|_\

C. lunata CBS 73096*

0008

Figura 4. Filograma multilocus baseado na inferéncia bayesiana oriunda da
combinacéo das sequéncias dos genes ITS e GAPDH de isolados de Bipolaris
em milho. Valores de probabilidade posterior (pp) bayesiana estédo indicados
acima dos nés. A arvore esta enraizada com Curvularia lunata (CBS 73096).
*Espécie tipo. Barras de escala = 20 um.

O género Bipolaris € caracterizado por ter uma distribuicdo cosmopolita
com uma ampla gama de hospedeiros, principalmente as espécies vegetais
pertencentes a familia Poaceae (Manamgoda et al., 2014). Os isolados de
Bipolaris foram amostrados em seis Estados brasileiros, demostrando que esta

bem distribuido no territorio brasileiro.



38

A espécie B. maydis tornou-se a principal doenga em quase todas as
regides produtoras de milho, devido ao uso generalizado de variedades de
milho hibrido suscetiveis, especialmente em lavouras semeadas em
regides/épocas mais quentes (Kunhao et al., 2015). Os dados desta pesquisa
confirmam que o patdogeno esta bem distribuido nas regiGes produtoras.
Observou-se que o local de coleta e hospedeiro ndo influenciam na formacéo
dos clados (ramos), os quais devem sempre expressar as relacdes evolutivas
das espécies.

O uso da filogenia molecular é recomendado para identificacdo a nivel
de espécies, o que torna a ferramenta crucial para solucionar problemas
taxondmicos e identificar patdbgenos, pois quando as analises sdo baseadas
apenas em dados morfologicos, as espécies de Bipolaris, as vezes, podem ser
confundidas com Curvularia e Exserohilum (Manamgoda et al., 2012; Marin-
Felix et al., 2020).

As espécies de Bipolaris podem persistir nos restos culturais por um
longo tempo, 0 que pode gerar maior sobrevivéncia e disseminagdo desses
patbgenos. A identificacdo de espécies, baseada apenas em dados
morfolégicos, € mais dificil, quando o patdbgeno ndo € comum em uma
determinada cultura. A identificacdo da espécie B. gossypinasé foi possivel
devido a filogenia molecular. Até o presente momento, este € o primeiro relato
da espécie B. gossypina infectando o milho no Brasil.

A referida espécie € registrada infectando sementes de algodao
(Gossypium L.) e conhecida a partir da espécie-tipo (BRIP 14840), coletada na
Republica do Quénia (Tan et al., 2014; Farr e Rossman, 2020). Como a
rotacdo soja-algoddo-milho é um sistema de plantio tradicional no Estado do
Mato Grosso — local de coleta do isolado (Freitas, 2017). A infeccdo na cultura
do milho, por B. gossypina, requer atencdo, pois pode estar ocorrendo uma
variacdo genética dentro da espécie e, futuramente, a mesma se tornar uma
fonte potencial de inoculo para a cultura do milho.

Esse fato reforgca ainda mais a necessidade de andlises moleculares
para diferenciar e classificar corretamente as espécies de fungos
fitopatogénicas, pois apenas com dados baseados em sintomas e morfologias
nao é possivel realizar a identificagcdo em nivel de espécie (Bhunjun et al.,

2020). Os resultados desta pesquisa confirmam que a regido GAPDH é o
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melhor marcador individual para delinear espécies de Bipolaris, por meio da

filogenia molecular (Marin-Felix et al., 2017; Bhunjun et al., 2020).

Caracterizagdo patoldgica

Ensaio de campo para selecionar os contrastes de linhagens de milho-

pipoca

Para as variaveis IBP e SBF nas fontes de variagdo genaétipo e tempo de
avaliacdo foi possivel observar efeito significativo, ao nivel de 5% de
probabilidade. Houve efeito significativo também para a interacdo gendtipo
versus tempo de avaliacdo quanto a resisténcia a B. maydis. Isso indica que ha
dependéncia entre os efeitos de genoétipo versus tempo; logo, foi necessario
proceder ao desdobramento das interacdes.

No desdobramento do tempo de avaliagdo dentro de cada linhagem,
verificou-se que a incidéncia e a severidade variaram de acordo com o
gendtipo. Para incidéncia, houve diferenca significativa nos gendtipos L203,
L265, L266, L293, L682, L685, L688, L689, L691, L693, L70, L71 e P2. Para
severidade, com excecdo das linhagens L203, L692 e L693, ndo houve
diferencga entre os gendtipos. No desdobramento das linhagens dentro de cada
periodo de avaliacdo, para a variavel incidéncia, houve diferenca significativa
nas duas avaliacbes. Ja para severidade, as diferencas observadas entre
gendtipos foram apenas na segunda avaliacdo. Isso mostra que ocorreu
incremento da doenca em algumas linhagens ao longo do tempo.

Em condicdes de campo, o patdégeno é disseminado de maneira natural,
dessa forma, a incidéncia é devido as novas unidades infectadas. De maneira
geral, a incidéncia observada foi baixa na primeira avaliacdo, indicando
possivelmente um quadro de desenvolvimento inicial de doencga, porém, ja foi
possivel observar diferengas na suscetibilidade dos gendtipos.

No agrupamento das meédias para incidéncia, houve a formacgédo de
quatro grupos nas duas avaliagoes. Dessa forma, apesar de todas as linhagens
apresentarem sintomas de B. maydis, foi possivel identificar a formacédo de
grupos distintos estatisticamente e, assim, discrimina-los quanto a resisténcia a

B. maydis (Figura 5).
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Figura 5. Agrupamento de médias pelo teste de Scott e Knott (p<0,05) para
incidéncia de mancha de Bipolaris em linhagens de milho-pipoca, estimadas na
primeira (A) e na segunda (B) avaliacéo, barras seguidas por uma mesma letra
pertencem ao mesmo grupo.
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Em ambas as avaliagbes, 0 grupo com as menores estimativas de
incidéncia de B. maydis foi constituido por uma unica linhagem, a L623—
originada de PA 091. Nas condi¢des estudadas, esse gendtipo demonstrou ter
um potencial para ser usado como fonte de resisténcia ao patbgeno com
apenas 4% de incidéncia. Esse percentual € menor do que o encontrado em
trabalhos anteriores, demonstrando que a linhagem tem potencial para ser
usada como fonte de resisténcia (Kurosawa et al., 2018).

Além da L623, um segundo grupo formado por L263, L265, L266, L270,
L292, L363, L624, L683, L685, L691, L70, L71, P2 e P4 foi considerado
moderadamente resistente, os quais provém de genealogias distintas (Tabela
2) que ja tiveram alelos vinculados as caracteristicas de interesse da cultura,
como a capacidade de expansao e producao, selecionados ao longo do tempo,
além de resisténcia as outras doencas foliares (Pacheco et al., 2001; Amaral
Janior et al., 2013).

E necessario saber a performance das linhagens em relacdo ao
patégeno, pois a qualidade da linhagem sera mérito das populacdes que as
originaram, supondo que as virtudes dos hibridos estarao correlacionadas com
a qualidade dos parentais. Dessa forma, essas genealogias podem ser uma
alternativa como fonte de resisténcia, assim, acredita-se que durante o
processo de melhoramento desses genotipos, selecionaram-se, mesmo que de
forma indireta, alelos favoraveis a resisténcia a B. maydis. As linhagens L51,
L686, L692, e L695, em ambas as avaliacdes, apresentaram altos indices de
incidéncia, sendo classificadas como suscetiveis ao patdgeno.

Em relacdo a severidade, na primeira avaliacdo, todas as linhagens
reagiram de maneira semelhante com baixo indice de doenca. Na segunda
avaliacdo houve um incremento da doenca em algumas linhagens, resultando
em um grupo de linhagens suscetiveis (Figura 6). Apesar da baixa magnitude
em todos o0s genodtipos (maximo de 2,5% de severidade), na segunda
avaliacdo, a reacdo dos genatipos a infeccdo de B. maydis permitiu identificar

linhagens com diferentes niveis de resisténcia.
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No agrupamento das médias para severidade foi possivel observar que

0os niveis de severidade variaram de acordo com o0 hospedeiro e em

decorréncia do periodo de avaliagdo. Na segunda avaliacdo, ocorreu a

formacao de trés grupos, no grupo de menor severidade média foram reunidas
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31 das 35 linhagens avaliadas, trés linhagens no grupo mais suscetivel e uma
no grupo intermediario (Figura 6).

Apés a avaliacdo do percentual de area lesionada nas diferentes
linhagens foi possivel considerar como potenciais fontes de resisténcia a B.
maydis os gendtipos: L204, L261, L262, L263, L265, L266, L270, L292, L293,
L294, L363, L476, L477, L509, L55, L623, L624, L682, L683, L685, L686, L688,
L689, L691, L695, L70, L71, L76, P2, P3, P4. As mais suscetiveis foram
identificadas nas linhagens L51, L692 e L693, desta forma, em trabalhos
futuros tais linhagens podem ser utilizadas como genitoras para estudo de
heranca, analise de protebmica, entre outros estudos de melhoramento de
plantas.

Dentre as linhagens que apresentaram niveis baixos de severidade nos
dois periodos avaliados, a linhagem L623 exibiu também os menores valores
de incidéncia em ambos os periodos avaliados, portanto, a linhagem L623
pode ser fonte de resisténcia passivel de ser explorada em programas de
melhoramento genético visando a resisténcia. As linhagens L51 e L692, em
ambas as avaliagbes apresentaram maiores indices de incidéncia e
severidade, sendo classificadas como suscetiveis ao patégeno.

Neste estudo, foi possivel evidenciar diferencas entre os niveis de
resisténcia dos genétipos avaliados. Diferencas essas, que podem ser
atribuidas a genealogia dos gendtipos estudados. Resultados semelhantes
foram encontrados por Mubeen et al. (2017), que ao avaliarem o efeito de B.
maydis em distintos gendtipos de milho, notaram que a resisténcia varia de
acordo com o gendtipo usado. Os autores encontraram o maximo de 4% de
severidade, conseguindo distinguir os genétipos com diferentes niveis de
resisténcia a B. maydis.

Na cultura do milho-pipoca, em germoplasma brasileiro, ainda nao foram
quantificadas perdas ligadas a B. maydis. Portanto, existe a demanda de
estudos visando a identificacdo de fontes de resisténcia, tanto para trabalhos
de melhoramento, como também para caracterizar a variabilidade do patégeno.
Tal informacdo permitird avancar em estudos mais aprofundados, tais como
acdo de genes associados a resisténcia, estudos de protebmica, interacéo

patogeno-hospedeiro, entre outros.
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Atualmente, a identificacdo de gendtipos de milho-pipoca promissores
guanto a resisténcia é alvo de estudos (Kurosawa et al., 2018; Saluci, 2020).
Por meio dos nossos resultados foi possivel observar que houve diferenca nos
niveis de resisténcia dos gendtipos, principalmente na incidéncia, sendo
possivel discrimina-los e seleciona-los para uso em estudos de melhoramento
que buscam a selecdo de gendtipos, assim como estudar a interacéo

patdgeno-hospedeiro.

Avaliacédo patolégica dos isolados em condi¢8es controladas

Seis isolados representativos de B. maydis foram selecionados para
realizar a avaliacdo patolégica: CF/UENF 475, CF/UENF 477, CF/UENF 479,
CF/UENF 481, CF/UENF 492, CF/UENF 501 e o isolado de B. gossypina:
CF/UENF 482. Os mesmos foram inoculados nas linhagens de milho-pipoca:
L623 — resistente e L51 e L692 — suscetiveis, que foram selecionadas, no
trabalho de campo. Por meio da andlise de variancia foi observada diferenca
significativa apenas para a variavel area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) nas linhagens. Para a incidéncia, ndo houve diferenca
significativa em nenhum dos fatores (linhagens e isolados).

N&o foi observada interacao significativa entre esses fatores, ou seja, 0s
fatores atuam de forma independente. Nao existe diferenca quanto a
patogenicidade entre os isolados, e por outro lado, existe uma variabilidade
entre os diferentes materiais genéticos avaliados, no que se refere a resisténcia
a B. maydis. A fim de obter uma visdo mais abrangente a respeito da reacdo
das linhagens quanto a resisténcia a B. maydis, construiram-se gréaficos de
boxplot para as variaveis IBP e AACPD (Figura 7).

A mediana geral para a AACPD ficou em torno de 470. As linhagens L51
e L692 mostraram uma maior amplitude dos dados AACPD. Na L51, as médias
variaram de 29 a 1010, com mediana oscilando entre 161 (CF/UENF 481) a
835 (CF/UENF 481). Na L623, os limites inferiores e superiores foram de 11 a
688, respectivamente, e a mediana ficou entre 115 (CF/UENF 479) a 617
(CF/UENF 477). Ja para L692, os limites foram de 110 a 1010, e a mediana
ficou entre 113 no isolado (CF/UENF 479) a 617 para o isolado (CF/UENF
501).
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Figura 7. Patogenicidade de diferentes isolados de Bipolaris maydis em milho-
pipoca. A-B: CF/UENF 475; C-D: CF/UENF 477; E-F: CF/UENF 479; G-H:
CF/UENF 481; I-J CF/UENF 492; K-L: CF/UENF 501.

Os diferentes isolados de B. maydis infectaram, de forma semelhante, as
linhagens, ndo demonstrando diferenca no nivel de doenca que provocaram.
Houve diferenca na performance das linhagens em relacédo ao progresso da

doenca.
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Apesar da alta pressdo de in6culo no ambiente, de forma geral, a
linhagem L623 apresentou menor mediana e amplitude de AACPD. A média
dessa linhagem, independente do isolado para AACPD, estd abaixo da
mediana, existindo assim, potencial para a resisténcia a ser explorada,
confirmando, portanto, resultados observados em campo.

Quando comparadas as outras linhagens deste estudo, a mesma
conseguiu reduzir o progresso da doenca ao ser inoculada com a suspensao
contendo os conidios de B. maydis. A linhagem L623 € oriunda da genealogia
PA-091, que é indicada como possivel fonte de resisténcia ao B. maydis a ser
explorada em programas de melhoramento de milho-pipoca (Saluci et al.,
2020).

O emprego de genotipos resistentes é uma das estratégias eficientes do
controle de doencas de plantas, uma vez que pode ser usada em larga escala
e possui baixo impacto ambiental quando comparados aos produtos quimicos
(Camargo, 2018). Nas condicfes estudadas, a linhagem L623 foi a que mais
conseguiu impedir o progresso da doenca, mesmo nas condicbes de alta
concentragdo de in6culo, ambiente altamente favoravel para o desenvolvimento
da doenca. Por isso, pode ser indicada para trabalhos futuros para programas
de melhoramento que visem resisténcia ao patégeno.

A espécie de B. gossypina (CF/UENF 482) também foi inoculada nas
trés linhagens, porém as linhagens de milho-pipoca podem ter se comportado
como um hospedeiro alternativo, ou as condicdes ambientais ndo foram
favoraveis para o desenvolvimento do isolado. Houve a infeccao e colonizacao
das folhas pelo isolado, porém, ndo ocorreu o progresso da doenca. Nas folhas
foram observados sintomas pontuais como lesdes alongadas, elipticas, e
necroticas, de coloracdo marrom com bordas mais avermelhadas.

Esse isolado foi coletado no Estado do Mato Grosso, o qual se destaca
com a maior producgéo de algodao do Brasil (IBGE, 2021). Como é um isolado
especifico na cultura do algodao, sugere-se que o patégeno usou a cultura do
milho como um hospedeiro alternativo. Outra hipotese é que condi¢bes
ambientais podem ser especialmente favoraveis a interacdo de espécies de
Bipolaris entre diferentes hospedeiros, ocasionando ou nao a doenca.

Fatos semelhantes ja foram relatados na cultura do milho com outras

espécies de Bipolaris, por exemplo, a espécie B. zeicola também em condi¢cbes
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controladas, foi moderada ou pouco patogénica em milho, mas em locais de
ocorréncia natural a doenca foi grave (Sun et al., 2020).

Dessa forma, provavelmente as condicdes do teste de patogenicidade
foram diferentes das condigcbes ambientais onde ocorreu a infecgéo natural do
patégeno, logo, pode ndo ter sido a mais adequada para B. gossypina.
Portanto, em trabalhos futuros, sugere-se simular a inoculagcédo de B. gossypina
em outras condi¢cdes ambientais, alterando luminosidade, teste de temperatura
e umidade, concentracdo de inOculo, entre outras. Para isso, € necessario
entender que a patogenicidade é um processo complexo e requer 0O
entendimento dos componentes biologicos, bem como fatores exclusivos dos
fungos que participam de interacdes patdgeno-hospedeiras (Turgeon e Baker,
2007).

De acordo com as andlises morfoldgicas, filogenéticas e patolégicas,
neste estudo foi observado que as duas espécies de Bipolaris foram
associadas a mancha-foliar do milho no Brasil, sendo que B. rmaydis foi
predominante nos locais estudados.

Uma vez confirmada a espécie do patdgeno, esses isolados podem
servir para trabalhos futuros para aumentar a confiangca na selecdo dos
genotipos resistentes. Em condi¢des controladas ocorre uma alta concentracéo
de in6culo, que atrapalham o mecanismo de defesa do hospedeiro, resultando
em alta ou moderada severidade. Portanto, gendétipos que conseguirem
diminuir o progresso da doenca podem ser selecionados como fontes de
resisténcia (Altaf et al., 2016).

O estudo do patossistema busca selecionar genétipos resistentes aos
diversos patdégenos, e é uma area que proporciona uma interacdo entre
fitopatologistas e melhoristas de plantas, sendo talvez uma das maiores

contribuicdes da ciéncia para a agricultura (Camargo, 2018).

RESUMO E CONCLUSOES

Baseados em dados morfologicos e moleculares foram identificadas
duas espécies de Bipolaris (B. maydis e B. gossypina) presentes em cultivos de

milho no Brasil. A ocorréncia da espécie Bipolaris maydis no Brasil € bem
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distribuida; Bipolaris gossypina foi relatado apenas no Estado do Mato Grosso
brasileiro, sendo este o primeiro relato da espécie na cultura do milho no Brasil.

A linhagem L623 foi a mais resistente, tanto em inoculacdo natural ou
induzida, e podera ser utilizada como fonte de resisténcia em programas de
melhoramento.

Os isolados de B. maydis ndo diferiram quanto a sua capacidade
patolégica. Todos os isolados identificados sdo indicados para serem utilizados

como fonte de in6culo em pesquisas visando a resisténcia a Bipolaris.
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3.2 CARACTERIZACAO MORFOMOLECULAR E PATOLOGICA DE
EXSEROHILUM EM MILHO-PIPOCA

RESUMO

Fungos fitopatogénicos do género Exserohilum sdo encontrados principalmente
em Poaceae, como o milho. Para a identificacdo correta do patégeno é
necessario investigar quais espécies de Exserohilum estdo associadas a
mancha-foliar na cultura do milho. Diante disso, objetivou-se identificar as
espécies de Exserohilum que estdo associados a mancha-foliar e a avaliacéo
da patogenicidade dos isolados. Para tal, amostras com sintomas de mancha-
foliar foram coletadas em lavouras de milho em cinco Estados brasileiros. Apds
a coleta, isolamento e purificagdo das culturas monosporicas, o0s isolados
fungicos foram cultivados em meio BDA e, ap6s 13 dias, foram avaliados a
coloracdo da col6nia predominante; o aspecto do micélio; a forma da margem
das colonias e o crescimento micelial; a dimensdo dos conidios; bem como a
patogenicidade e posicionamento filogenético. Nove isolados de Exserohilum
foram obtidos e identificados em lavouras de milho. As diferencas morfologicas
ndo possibilitaram a formacgéo de grupos em relagcéo as espécies, por isso, sdo
indicadas analises baseadas em dados moleculares para identificacdo em nivel

de espécies. A analise filogenética concatenada das regides de ITS e GAPDH
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foi realizada por meio da inferéncia bayesiana, utilizando 36 taxons, sendo que
nove foram oriundos desta pesquisa. Os isolados de E. turcicum foram
coletados no Estado do Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul e Santa Catarina. A espécie E. rostratum foi amostrada apenas no Rio de
Janeiro. A patogenicidade foi caracterizada diante da reacdo de sintomas em
linhagem L55 de milho-pipoca, inoculados com os isolados selecionados. Apos
a inoculacéo dos diferentes isolados, todos foram patogénicos e demonstraram
capacidade semelhante de infectar e causar doenca na linhagem L55 de milho-

pipoca, independente da regido de coleta do isolado.

Palavras-chave: Fungos fitopatogénicos; Mancha-foliar; Milhos especiais.

ABSTRACT

Phytopathogenic fungi of the Exserohilum genus are found mainly in Poaceae,
such as corn. For the correct identification of the pathogen, it is necessary to
investigate which species of Exserohilum are associated with leaf spot in corn.
Therefore, the objective was to identify the species of Exserohilum that are
associated with leaf spot and evaluate the pathogenicity of the isolates. For this
purpose, samples with symptoms of leaf spots were collect from corn
plantations in five Brazilian states. After collection, isolation and purification of
monosporic cultures, the fungal isolates were cultivated in PDA medium and,
after 13 days, the color of the predominant colony was evaluated; the
appearance of the mycelium; the shape of the colony margin and mycelial
growth; the dimension of the conidia; as well as pathogenicity and phylogenetic
positioning. Nine Exserohilum isolates were obtain and identify in cornfields.
The morphological differences did not allow the formation of groups in relation
to the species, therefore, analyzes based on molecular data for identification at
the species level are indicated. The concatenated phylogenetic analysis of the
ITS and GAPDH regions was carried out using Bayesian inference, using 36
taxa, nine of which came from this research. Isolates of E. turcicum were
collected in the State of Ceara, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio Grande do

Sul and Santa Catarina. The species E. rostratum was sample only in Rio de
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Janeiro. The pathogenicity was characterized by the reaction of symptoms in
the popcorn line L55, inoculated with the selected isolates. After the inoculation
of the different isolates, all were pathogenic and had a similar capacity to infect
and cause diseases in the L55 line of popcorn, regardless of the region where
the isolate was collected.

Keywords: Phytopathogenic fungi; Leaf spot; Special corns.

INTRODUCAO

O género Exserohiluminclui uma série de fungos patogénicos em
plantas, causadores de manchas foliares, assim como 0s géneros Bipolaris e
Curvularia (Manamgoda et al., 2014; Hernadndez-Restrepo et al., 2018). Os
patébgenos conhecidos atualmente como Bipolaris, Curvularia e Exserohilum,
por muito tempo eram incluidos em um Unico género, o Helminthosporium, por
compartilharem caracteristicas morfolégicas em comum (Shoemaker, 1959).

O género Exserohilum foi proposto como um novo género apenas em
1974. As novas espécies de Exserohilum propostas tinham conidios com hilos
protuberantes, sendo essa uma das caracteristicas morfolégicas mais
marcantes no género (Leonard e Suggs, 1974). As espécies de Exserohilum
sdo encontradas principalmente em Poaceae - tais como milho, arroz, sorgo -,
mas ja foram relatadas em varios géneros de plantas. Dentre as espécies que
infectam o milho, encontram-se Exserohilum turcicum (Passe.) (Leonard e
Suggs, 1974) e E. rostratum (Drechsler) (Leonard e Suggs, 1974).

A espécie E. turcicum provoca a doenca conhecida como mancha de
Turcicum, queima de Turcicum ou northern leaf blight of corn (NLBC) a qual é
caracterizada por lesdes foliares necréticas alongadas, de cor de palha e
acinzentada que pode levar a morte do tecido foliar. Quando a doenca ocorre
em genotipos suscetiveis, pode reduzir o rendimento da cultura em até 92%
(Singh et al., 2019; Badu-Apraku et al.,, 2021). A doenca se desenvolve,
especialmente, em regibes de clima tropical e subtropical, com temperatura
moderada *20°C, alta umidade (67 — 91%) e com periodo de orvalho no

minimo de 5 h. O uso de variedades resistentes € a estratégia mais importante
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para controlar a doenca (Sabato et al., 2013; Nwanosike e Mabagala, 2017;
Singh et al., 2019).

A espécie E. rostratum € a mais comum das espécies registradas e
conhecidas do género, e tem uma ampla gama de hospedeiros vegetais. A
espécie provoca mancha-foliar além do milho, em trigo, banana entre outras.
Os sintomas tipicos sdo manchas foliares pequenas, de cor parda
avermelhada, que coalescem e tornam a folha seca (McGinnis et al., 1986;
Herndndez-Restrepo et al., 2018; Farr e Rossman, 2020).

Em condigcbes de campo, os sintomas de mancha-foliar em milho,
provocados por diferentes espécies de fungos, podem ser confundidos entre si.
Isso torna mais dificil a identificacdo do patdgeno, baseada apenas na
sintomatologia (Sun et al., 2020). Para tracar medidas de controle eficientes
em cultivos de milho, a correta identificacdo dos patdgenos é uma etapa
decisiva. Para tal, é indicado o uso de dados moleculares (Marin-Felix et al.,
2019).

As analises baseadas em dados moleculares podem identificar anivel de
espécie o patdgeno. Alguns marcadores moleculares individuais sdo usados
como cdédigo de barras para Exserohilum. Para o género é recomendado o uso
de dados moleculares multilocus para rapida diferenciacdo de espécies via
PCR - polymerase chain reaction (Hernandez-Restrepo et al., 2018).

Diante do problema destacado acima, sobre a importancia de
identificacdo da espécie, é necessario investigar quais espécies de
Exserohilum estdo associadas a mancha-foliar na cultura do milho. Diante
disso, objetivou-se identificar as espécies de Exserohilum que estdo
associados a mancha-foliar e a avaliacdo da patogenicidade dos isolados.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencao dos isolados

Amostras de folhas de milho comum sintomaticas foram coletadas e
identificadas de acordo com a procedéncia da coleta, que foram os Estados do

Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. O



57

material vegetal obtido foi encaminhado a Clinica Fitossanitaria da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF para
isolamento do patdgeno, caracterizagdo, manutencdo da cultura e
armazenamento.

O procedimento de isolamento dos fungos foi realizado pelo método
direto, como descrito por Alfenas et al. (2016). O método consiste em focalizar,
sob microscépio estereoscopico, em amostras de folhas com sintomas, as
estruturas do patdgeno e transferir o fragmento desejado para uma placa com
0 meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA).

Posteriormente, foram obtidas culturas puras a partir do isolamento com
ponta de hifa. Esse procedimento consiste em retirar das bordas da colbnia as
pontas das hifas mais isoladas e, logo em seguida, deposita-las em uma nova
placa contendo meio BDA.

O crescimento foi em camara de germinacdo tipo “BOD”, em
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h de luz. Cada isolado foi armazenado
em tubos contendo &gua destilada esterilizada — método Castellani (Castellani,
1939) e em placas de Petri congeladas a - 18 °C.

Caracterizacdo morfoldgica

Para a caracterizacdo morfolégica, discos de 6mm de diametro,
contendo estruturas de cada isolado, foram depositados no centro da placa de
Petri, com meio de cultura BDA, e incubados por 13 dias em BOD a £25 °C, em
regime 12h luz. As caracteristicas avaliadas foram: a coloracdo da col6nia
predominante, o aspecto do micélio, a forma da margem das colénias e o
crescimento micelial que foi mensurado a partir do diametro diario das col6nias
em duas dire¢Bes ortogonais, obtendo-se uma meédia para cada uma das
quatro repeticdes por isolado.

As avaliagbes do crescimento micelial foram realizadas até o momento
em que o primeiro isolado atingiu a borda da placa (13 dias). Foram avaliadas
quatro repeticdes, considerando cada placa de Petri (=90 mm) uma repeti¢céo,
determinando-se assim, o indice de velocidade crescimento micelial do fungo —
(D — Da)

VeM = E——

IVCM (cm/dia), conforme a férmula:
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Sendo: D: o didmetro médio da colénia no dia da medicdo; Da: o didmetro

meédio da colbnia do dia anterior; e, N: niumero de dias apés a inoculacéo.

As caracteristicas micromorfolégicas (comprimento e largura) foram
mensuradas a partir das dimensfes de 30 conidios/isolado. Para o nimero de
septos, foi realizada a contagem, anotando a predominancia e a variacao de
namero de septos (maximo e minimo) em cada conidio. As estruturas dos
conidios foram observadas e fotografadas em um microscépio Nikon E-400
equipado com uma camera digital.

Os dados foram testados quanto a normalidade de residuos, pelo teste
Shapiro-Wilk, e homogeneidade de variancias pelo teste de Oneill e Mathews
(p<0,05). As variaveis que nao atenderam aos pressupostos para andlise de
variancia foram transformadas via aplicacdo da equacéo de Box e Cox (Box e
Cox, 1964). Posteriormente, apds as pressuposi¢cdes serem atendidas, os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas pelo
algoritmo de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o pacote
ExpDes.pt (Ferreira et al., 2014) do programa R (R Core Team, 2016).

Caracterizacao molecular

Extracdo de DNA e sequenciamento

O DNA genbmico de cada fungo foi obtido de acordo com o protocolo de
extracdo descrito por Pinho et al., (2013), utilizando o kit de purificacdo da
Promega (WizardGenomic DNA Purification Kit). A quantificacdo ocorreu
utilizando fluorimetria (Qubit®), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Apos a extracdo e quantificacdo, o DNA permaneceu armazenado a
-18 °C ateé sua utilizacao.

A PCR das regides espacador interno transcrito (ITS — do inglés internal
transcribed spacers) e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPDH -
glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase) foi amplificada usando primer e

as condic¢Oes estabelecidas por Manamgoda et al. (2012).
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Nas reacOes de amplificacdo para ITS, utilizaram-se os primers ITS:
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Glass e Donaldson, 1995). No
termociclador, as condi¢cbes foram: desnaturacéo inicial a 95 °C por 3’; e 30
ciclos com desnaturacdo a 94° C por 30”, anelamento a 55° C por 307,
extensdo a 72° C por 1’; e a extensao final por periodo a 72 °C por 10’.

Para a regido de GPDH utilizaram-se os primers GPD1 5-CAA
CGGCTTCGGTCGCATTG-3' e GPDH2 5-GCCAAGCAGTTGGTTGTG C-3'
(Berbee et al., 1999). As condi¢bes utilizadas no termociclador foram:
desnaturacao inicial a 96 °C por 2’; e 30 ciclos com desnaturacao a 96° C por
2’, anelamento a 52° C por 1’, extensao a 72° C por 1’; e a extensao final por
periodo a 72 °C por 10 °.

No termociclador (Veriti® Thermal Cycler) amplificaram-se o0s
fragmentos de DNA. Cada reacédo continha: 50 ng de DNA, tampéo PCR 1x,
1.0 U de Taq polimerase, 0,2 uM de primers, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 mM de
MgCI2, com o volume final de 25 pl. Os produtos da amplificagdo da PCR
foram visualizados em gel de agarose 1,5% (p/v) com o marcador de massa
Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100 L.

Os produtos da PCR ficaram incubados em um termobloco por duas
horas a 60 °C até a secagem completa e, entdo, encaminhada para a empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil), onde se realizou a
purificacdo e o sequenciamento.

De posse das sequéncias de nucleotideos, as mesmas foram editadas e
corrigidas manualmente, quando necessarias, com auxilio do software DNA
Dragon (Hepperle, 2011). O arranjo dos nucleotideos em posi¢cées ambiguas,
também foi corrigido utilizando as sequéncias dos primers no sentido 5-3’ e
3-5.

Para identificacdo dos isolados de Exserohilum, foram obtidas as
sequéncias das regides de ITS e GAPDH (Hernandez-Restrepo et al., 2018;
Sun et al, 2020), gue estdo depositados do  GenBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) (Tabela 1).
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Tabela 1. NUumeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA de Exserohilum usadas nas analises filogenéticas.
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Espécie Isolado Hospedeiro Local ITS GAPDH Referéncia

E. corniculatum BRIP 11426* Oryza sativa Australia LT837453 LT883533 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. holmii BRIP 12679  Dactyloctenium radulnas  Australia LT837846 LT882542  Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. holmii CBS 413.65* Dactyloctenium radulnas  EUA LT837459 LT715890 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. khartoumensis IMI 249194*  Sorgum bicolor Sudao LT837461 LT715888 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. minor BRIP 14615  Dactyloctenium aegyptium Australia LT837469 LT883544  Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. minor BRIP 14616* Dactyloctenium aegyptium Australia LT837470 LT883545 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. monoceras BRIP 12271* Echinochloa colona Australia LT837475 LT883548 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. monoceras CBS 198.29  Echinochloa crus-gali Japéo LT837853 LT882534 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. neoregeliae CBS 132832* Neoregelia carolinae Japéo LT837476 LT715886 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. neoregeliae CBS 132833  Neoregelia carolinae Japéo LT837477 LT715887 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Oryzicola CBS 502.90* Oryza sativa Coldmbia HF934949 LT715878 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Oryzicola BRIP 16229  Echinochloa crus-gali Australia LT837455 LT715877 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. pedicellatum CBS 322.64*  Tritiicum aestivum EUA KT265258 LT715902 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. pedicellatum CBS 375.76  Oryza sativa Turquia KT265259 LT715879 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. protrudens BRIP 14814* Dactyloctenium aegyptium Austrélia LT631308 LT715880 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. protrudens BRIP 14816  Dactyloctenium aegyptium Austrélia LT631309 LT715881  Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. rostratum CBS 325.87* Homo sapiens EUA KT265237 LT715898 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. rostratum CF/UENF 500 Zea mays Sudeste - BR MZz541097 MZ541097 Este estudo

E. Turcicum BRIP 12267 Sorghum bicolor Australia LT837482 LT883553 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum BRIP 13326 Sorghum sudanense Austrélia LT837480 LT883551 Herndndez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 195.26 Zea mays Indonésia LT837485 LT882583 Herndndez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 384.58 Zea mays EUA LT837481 LT883552 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 330.64 Zea mays EUA LT837484 LT715874 Herndndez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 385.58 Zea mays EUA LT837488 LT715873 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 386.58 Sorghum halepense EUA LT837486 LT882582 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 387.58 Zea mays EUA LT837483 LT883554  Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CBS 690.71* Zea mays Alemanha LT837487 LT882581 Hernandez-Restrepo et al., 2018
E. Turcicum CF/UENF 480 Zea mays Brasil MZ541091 MZ541091 Este estudo

E. Turcicum CF/UENF 483 Zea mays Brasil MZ541092 MZ541092 Este estudo

E. Turcicum CF/UENF 487 Zea mays Brasil MZ541093 MZ541093 Este estudo



E. Turcicum
E. Turcicum
E. Turcicum
E. Turcicum
E. Turcicum

CF/UENF 489
CF/UENF 490
CF/UENF 491
CF/UENF 504
CF/UENF 507

Zea mays
Zea mays
Zea mays
Zea mays
Zea mays

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

MZ541094
MZ541095
MZ541096
MZ541098
MZ541099

MZ541094
MZ541095
MZ541096
MZ541098
MZ541099

Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
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ITS = internal transcribed spacer; GPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
CF/UENF = Colecéao da Clinica Fitossanitaria da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF. *Espécie tipo.
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Filogenia

As sequéncias consenso dos isolados oriundos nesta pesquisa foram
comparadas com as presentes no banco de dados do GenBank, para fazer uma
rapida identificacdo molecular por meio de uma ferramenta de pesquisa e
alinhamento, o BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990).
Apés essa etapa, as sequéncias foram adicionadas ao conjunto de sequéncias,
obtido no Genbank e exportado para o software MEGA v. 7 (Nei e Kumar, 2000),
onde foram alinhadas por meio da ferramenta MUSCLE Multiple Sequence
Alignment) (Edgar, 2004).

A andlise final concatenada da inferéncia bayesiana para o género foi
gerada na plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). Os modelos
de substituicdo nucleotidica para a analise filogenética foram calculados
independentemente para cada regido e para a concatenada usando o
MrModeltest (Posada e Buckley, 2004) e selecionados de acordo com Akaike
Information Criterion (AIC) implementado no PAUP v. 4.0b10.

A andlise filogenética para cada gene e para a arvore concatenada foi
gerada por meio da inferéncia bayesiana, usando o Método da Cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC). Duas analises simultaneas, cada uma composta por quatro
cadeias MCMC, foram conduzidas iniciando as arvores aleatoriamente até 107 de
geracbes. As arvores foram amostradas a cada 1000 geracfes, resultando em
10.000 arvores e descartadas da analise as primeiras 2500. O valor de
probabilidade a posteriori (Rannala e Yang, 1996) da arvore consenso foi
calculado baseado nas 7500 arvores restantes.

A convergéncia dos logs de verossimilhanca foi analisada com o software
TRACER v. 1.4.1 (Rambaut e Drummond 2013). A arvore foi visualizada no
software FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2009) e exportada para um programa editor de
imagem. A espécie Curvularia lunata CBS 730.96 foi utilizada como grupo externo

(outgroup) nas analises.

Avaliacao patologica dos isolados em condi¢gfes controladas

Para realizar a avaliacdo da capacidade patolégica dos isolados, foi

selecionado um isolado de cada espécie por regido e foram inoculadas na
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linhagem L55, caracterizada previamente como suscetivel (Kurosawa et al.,
2018).

As sementes de milho-pipoca foram semeadas em vasos plasticos
contendo 3L de solo:areia:esterco de curral na propor¢cdo 2:1:1. Apds a
emergéncia, foi realizado o desbaste, permanecendo duas plantulas por vaso, as
quais continuaram na casa de vegetacao até atingirem o estadio fenoldgico V4
(quarta folha expandida, apresentando colar, ligula e auriculas visiveis).

Apbs esse periodo, as plantas foram alocadas em camaras de crescimento
para um melhor controle ambiental com umidade de £90%, temperatura de +20°C
e regime de luz 12h. A suspensdo de conidios foi ajustada, com auxilio de um
hemocitdmetro, para a concentracdo de 1x10° conidios/mL. A inoculacdo com a
suspensao de esporos foi realizada de forma manual até o ponto de escorrimento
nas folhas (Turgay et al., 2020).

Para verificar o inicio dos sintomas e o desenvolvimento da doenca, as
avaliacdes ocorreram diariamente, caracterizando visualmente a presenca dos
sintomas até o 14° dia. O experimento foi realizado em camara climatizada, com
temperatura de +25 °C e umidade relativa do ar acima de 90%. O delineamento
estatistico adotado foi em blocos casualizados com quatro repeticées, cada vaso

foi considerado uma unidade experimental, com duas plantas em cada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas morfologicas

Os isolados de Exserohilum foram obtidos e identificados em cultivo de
milho comum no Brasil, e pertencem a duas espécies: E. rostratum e E. turcicum.
A espécie E. turcicum foi amostrada nos Estados do Ceara, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Ja, a espécie E. rostratum foi

coletada apenas no Rio de janeiro (Tabela 2).
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Tabela 2. Informacdes dos isolados de Exserohilum em milho comum coletados
em diferentes regides do Brasil.

Isolado Espécie Data de L_ocal de coleta Localizacéo
coleta (Cidade / Estado) (GPS)
CF/UENF 480 E. turcicum Set/2018 Crato — CE 3200115821133\/
CF/UENF 483 E. turcicum Jan/2019 Muitos Capoes — RS 5213:11325;\/8\/
CF/UENF 487 E. turcicum Jan/2019 Vacaria — RS Szg:ggfgfvsv
CF/UENF 489 E. turcicum Jan/2019 Muitos Capdes — RS 5213:113225;\/5\/
CF/UENF 490 E.turcicum Jan/2019  Campos Novos — SC 5217:125’353;\?\/
CF/UENF 491 E. turcicum Out/2017 Alegre — ES jf:;;)f??vs\/
CF/UENF 500 E. rostratum Mar/2018 G(C);gggje‘i?; ] 211: f j.?g_'g.'\?\,
CF/UENF 504 E.turcicum Nov/2018 C3MPOS do;fowacazes' ii:ii:gg:g:\?v
CF/UENF 507 E. turcicum Mar/2019 Itaocara — RJ i;:ggﬁg\?\/

Na variavel indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), por meio
da andlise de variancia, foi observada diferenca significativa entre os isolados de
Exserohilum. Nesta variavel, os isolados foram agregados em quatro grupos. Para
0 numero de septos, comprimento e largura dos conidios, ocorreu a contagem e
descricdo do intervalo dos mesmos. Para as espécies de E. turcicum, o
comprimento dos conidios variou de 26.68 a 158.39 ym, e a largura de 8.66 a
22.37 ym. Em relacdo ao numero de septos, independente da espécie, o numero
de septos predominante foi 4 ou 5 (Tabela 3). Essas variagfes nas caracteristicas
morfologicas estdo de acordo com as descritas na literatura (Herndndez-Restrepo
et al., 2018; Turgay et al., 2020).
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Tabela 3. Caracteristicas morfologicas de nove isolados Exserohilum presentes
em lavouras de milho, avaliados apds 13 dias de incubacéo.

Conidios )

Isolados IVCM* cOm?prrlrr]r)\ento L?L?#)ra Nusrgstr(c))sde
CF/UENF480 319 ¢  81.14-4328  9.94-1543 4(3-6)
CF/UENF 483 439 b  88.04-3298 10.67-16.28 4(2-6)
CF/UENF 487 359 ¢ 110.65-68.45 12.57 - 17.47 5(4-7)
CF/UENF 489 467 b  107.96-41.05 8.66 - 18.73 5 (4 - 6)
CF/UENF 490 281 ¢ 102.96-41.67 10.23-18.47 4 (4 -5)
CF/UENF 491 201 d  84.48-4537 11.33-16.62 5(3-8)
CF/UENF 500* 620 a  59.11-26.68 10.56 - 19.59 5(-7)
CF/UENF 504 470 b 100.63-5354 11.57-18.30 4 (3-6)
CF/UENF 507 395 b  158.39-39.23 10.81-22.37 4(3-6)
CV (%) 21.29

* E. rostratum; **indice de velocidade de crescimento micelial.
Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo, pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

As caracteristicas morfoculturais foram avaliadas de forma descritiva. Em
meio BDA, aos 13 dias de cultivo, para os isolados de E. turcicum, foram
observadas que a textura da col6nia era cotonosa; a coloracdo variou de cinza
oliva a cinza esverdeado na frente da col6nia, e cinza escuro no verso; borda
majoritariamente irregular, com predominancia de micélio aéreo. Foi observada a
formacao de zonas. O isolado CF/UENF 500 foi o Gnico que teve o crescimento
da colbnia maximo, ou seja, atingiu a borda da placa durante o periodo da
avaliacdo. A esporulacéo do isolado, aos 13 dias apés a incubacao, foi pouca.

Nas caracteristicas micromorfolégicas foram identificados conidios com
formato fusiforme levemente curvado, as dimensdes (comprimento e largura)
variaram de 26.68 — 158.39 x 8.66 — 22.37 pym; coloragdo marrom-clara, com
presenca de quatro septos em média (variando de 3 a 8); presenca de hilo
proeminente; os conididforos septados, visualizados individualmente ou em
pequenos grupos, com formatos retos ou sinuosos com coloracdo variando de

marrom clara a escura, sendo no apice mais claro (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto morfolégico do isolado de Exserohilum turcicum (CF/UENF
490). (A) Frente e (B) verso das colénias em BDA 13 dias a 25°C; (C) conidios e
conidiéforos; (D) conidios individuais. Barras de escala (C e D) = 20 pm.

Nos isolados de E. rostratum observados em meio de cultura BDA aos 13
dias, as caracteristicas morfoculturais observadas foram a coloragdo cinza
esverdeado escuro na frente da colbnia, e preto no verso; presenca de zonas;
borda predominantemente irregular e com textura aveludada. As observacgfes
micromorfolégicas permitiram identificar conidios distoseptados com formato
fusiforme, retos e suavemente curvos, e as dimensdes meédias variaram de 26.68
—59.11 x 10.56 — 19.59 ym, com coloragcdo marrom-escura, tornando-se mais
clara proxima ao apice. Os conidi6foros septados, Unicos, com formato reto ou
flexuoso, ndo ramificados, exibindo coloracdo marrom-escura. O numero de
septos, entre os isolados, variou de 3 a 7, e foi observada a presenca de hilo

proeminente (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto morfologico do isolado de Exserohilum rostratum (CF/UENF
500). (A) Frente e (B) verso das colénias em BDA 13 dias a 25°C; (C) conidios e
conidiéforos; (D) conidios individuais. Barras de escala (C e D) = 20 pum.

As espécies de E. rostratum mostram tamanho de conidios relativamente
menor quando comparadas com as espécies de E. turcicum. A textura da col6nia
de ambas as espécies difere entre si, sendo cotonosas nos isolados de E.
turcicum e aveludada para E. rostratum. Foi observado, também, que a coloracéo
das hifas, conidios e conidiéforos, era castanho mais escuro na espécie E.
rostratum.

Uma caracteristica micromorfolégica que diferencia as espécies do género
Exserohilum de outros proximos como Bipolaris e Curvularia € a presenca de hilo
protuberante (Leonard e Suggs, 1974). Isso foi observado em todos os isolados
tanto de E. turcicum e quanto no isolado de E. rostratum. No entanto, na pratica
ressalta-se que essa nao é uma caracteristica facilmente detectada, o que
dificulta mais ainda a identificagdo baseada em morfologia. Em relacédo as
caracteristicas da cultura, as colénias de Exserohilum detém coloragdo cinza
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esverdeada, ja os isolados que pertencem a Bipolaris tém coloracdo cinza escura
(Marin-Felix et al., 2017; Marin-Felix et al., 2019).

As dimensfes (comprimento e largura) dos conidios das espécies de E.
Turcicum quando comparadas com as espécies de B. maydis , sdo ligeiramente
maiores, ha pouca variacdo em relacdo ao numero de septos (4-5) e a
esporulacdo ndo é tdo abundante (Manamgoda et al., 2014; Hernandez-Restrepo
et al., 2018). Mesmo diante dessas observagdes, para a correta identificacdo a
nivel de espécies, € necessario o uso de ferramentas baseadas em dados
moleculares, biotecnoldgicos e de bioinformatica.

Para confirmar a presenca do patdgeno E. turcicum em diferentes regides
da Turquia, empregaram-se ferramentas baseadas em sequéncias de DNA para
validar a identificacdo morfologica (Turgay et al., 2020). Isso sugere que ambas
as ferramentas devem ser usadas de forma conjunta, contudo, sabe-se que
apenas a andlise a nivel molecular é capaz de distinguir a espécie dentro do
género (Hernandez-Restrepo et al., 2018).

Devido a variabilidade das caracteristicas morfolégicas, as espécies de
Exserohilum podem ser facilmente confundidas entre si, ou até mesmo, com
géneros diferentes (Hernandez-Restrepo et al., 2018). Considerando que neste
trabalho as diferencas morfolégicas ndo possibilitaram a diferenciacdo a nivel de

espécies, sdo entdo, indicadas andlises moleculares para distingui-las.

Caracterizacdo molecular

A analise filogenética concatenada das regides de ITS e GAPDH foi
realizada por meio da inferéncia bayesiana, realizada com 36 taxons, sendo nove
oriundos desta pesquisa: CF/UENF 480, CF/UENF 483, CF/UENF 487, CF/UENF
489, CF/UENF 490, CF/UENF 491, CF/UENF 500, CF/UENF 504 e CF/UENF
507. O alinhamento das sequéncias resultou em um total de 924 caracteres,
destes, 75% foram conservados, 18% variaveis e 14% foram informativos para

parcimonia.
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Tabela 4. Propriedade do alinhamento das sequéncias de DNA para o género
Exserohilum e modelo de substituicdo nucleotidica por regido do gene (ITS e
GAPDH) e para o concatenado (ITS+GAPDH).

ITS GAPDH ITS+GAPDH

Numero de caracteres 443 481 924

Sitios conservados 347 348 695

Sitios variaveis 87 79 166

Sitios informativos de parciménia 58 56 144

Modelos de substituigcdo nucleotidica HKY+G HKY+G HKY+G
Conteldo AT (%) 52.1 42 47.1

Contelido CG (%) 47.9 58 52.9

ITS = internal transcribed spacer; GPDH = glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase.

Os resultados mostraram a presenca de duas espécies em lavouras de
milho nas regides avaliadas pelo Brasil: E. rostratum e E. turcicum. Dos nove
analisados taxons resultantes desta pesquisa, oito pertencem a espécie E.
turcicum. O maior clado da arvore incluia 17 isolados e pertence a essa espécie.
Os oito isolados de E. turcicum ficaram agrupados, em um clado junto com sua
espécie tipo (CBS 690.71). No clado da espécie E. rostratum, € possivel observar
o isolado CF/UENF 500 e sua espécie tipo (CBS 325.87). O suporte de ramo para
ambos os clados mostra o valor de probabilidade a posteriori (pp) igual a 1,
portanto, uma excelente confiabilidade de ramo (Figura 3).
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Figura 3. Filograma multilocus baseado na inferéncia bayesiana composto da
combinacéo das sequéncias dos genes ITS e GAPDH de isolados de Exserohilum
em milho. Valores de probabilidade posterior (pp) bayesiana estdo indicados
acima dos nés. A arvore estad enraizada com Curvularia lunata (CBS 730.96).
Barras de escala = 20 um. *Espécie tipo.

C. lunata CBS 73096
0.02

A andlise filogenética permitiu a separacdo das espécies com boa
confiabilidade. No total, foram analisadas 11 diferentes espécies de Exserohilum
com Otimo suporte de ramos, incluindo o taxon, E. corniculatum. Esses resultados
estdo de acordo com o trabalho realizado por Hernandez-Restrepo et al. (2018),
onde propéem o taxon E. corniculatum como novo.

As espécies em Exserohilum, de maneira geral, foram distribuidas em dois
grandes subclados bem suportados. No primeiro clado, encontram-se as espécies
E. monoceras, E. oryzicola, E. pedicellatum e E. turcicum. Enquanto que o
segundo clado inclui isolados identificados como E. corniculatum, E. holmii, E.
khartoumensis, E. minor, E. neoregeliae, E. protrudens e E. rostratum.

Estudos mostraram que algumas espécies de Exserohilum podem ser
altamente variaveis em relacdo a morfologia, mas a nivel molecular elas estédo
intimamente relacionadas, por isso a importancia desses dados para resolver
problemas taxondmicos (Hernandez-Restrepo et al., 2018). A regido de GAPDH é
recomendada para a confirmacéo de espécies do género Bipolaris (Bhunjun et al.,
2020; Manamgoda et al., 2012). Em Exserohilum para a identificacdo de espécies,

uma analise concatenada multigénica € altamente recomendada e a regido
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GAPDH conseguiu resolver a maioria dos problemas taxonémicos existentes
entre as espécies (Hernandez-Restrepo et al., 2018).

Pesquisas baseadas em dados moleculares séo recentes para o género,
independente da finalidade. Hernandez-Restrepo et al. (2018) revisaram o0 género
Exserohilum com base nas culturas disponiveis de cole¢des mundiais e de
isolados adicionais de diversos substratos e origens geograficas, e propuseram
um limite entre os géneros, Exserohilum, Pyrenophora, Porocercospora, Bipolaris
e Curvularia. J& Turgay et al. (2020) definiram quais sao as racas que estdo em
diferentes regides da Turquia, baseando-se em dados morfologicos, patogénicos
e moleculares.

As espécies de Exserohilum sao fitopatbgenos importantes em culturas
agricolas, principalmente em Poaceae e outras monocotiledéneas (Tabela 1). As
espécies identificadas nessa pesquisa tém o milho como hospedeiro conhecido.
No Brasil, em milho-pipoca € relatada principalmente a ocorréncia da espécie E.
turcicum (Kurosawa et al., 2018; Santos et al., 2020).

No Brasil, o género nunca teve sua estrutura filogenética estudada,
indicando a necessidade de mais estudos com essas finalidades, e ainda existem
poucos estudos com esse patossistema, 0 que € indispensavel para compreendé-

lo e para tracar as medidas de controle eficientes.

Avaliacao patolégica dos isolados em condi¢B8es controladas

Os isolados usados para a avaliacdo patoldgica foram CF/UENF 480
CF/UENF 489, CF/UENF 491, CF/UENF 500, CF/UENF 504, sendo um
representante de cada espécie por regido de coleta.

ApoOs a inoculacdo dos diferentes isolados, foi observado que todos
provocaram doenca na linhagem L55 de milho-pipoca. A doenga ocasionada por
E. turcicum é caracterizada por sintomas de lesdes necroticas alongadas
(podendo medir de 2,5 a 15 cm), formato eliptico, e coloracdo do tecido doente
que pode variar de verde-cinza a marrom. J4 os sintomas de E. rostratum s&o
lesbes menores, necroticas de coloracdo marrom que coalescem e secam as

folhas (Figura 4).
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Figura 4. Sintomas de Exserohilum em milho-pipoca apos 14 dias de inoculagéo.
A: Sintomas de E. turcicum em plantas de milho-pipoca; B-E: folhas com sintomas
de E. turcicum, B: CF/UENF 480, C: CF/UENF 489, D: CF/UENF 491, e CF/UENF
504; F: folhas destacadas com sintomas de E. rostratum (CF/UENF 500).

Ambas as espécies sao relatadas como patégenos na cultura do milho
(Farr e Rossman, 2020). A espécie E. turcicum é comumente relatada por ser
uma das causas da reducdo da produtividade de milho, e uma das estratégias
para o manejo dessa doenca e para amenizar as perdas econémicas decorrentes
da doenca é o uso de cultivares resistentes ou tolerantes (Badu-Apraku et al.,
2021). No Brasil ndo hé relatos de trabalhos que busquem estudar a diversidade
de espécies do género e capacidade patogénica em milho-pipoca.

Em milho-pipoca, a espécie E. turcicum € comumente relatada (Kurosawa
et al., 2018; Santos et al., 2020). J& para E. rostratum ndo ha essa informacéo,
demonstrando que pode ser uma doenga secundaria e ndo causa tantos prejuizos
econdbmicos, ou que 0s sintomas, em campo, possa estar sendo confundido com
o inicio de outras manchas-foliares, como as causadas por E. turcicum ou até
mesmo a B. maydis.

Nas condi¢gfes estudadas, os sintomas comecaram a aparecer apos cinco

dias de inoculacdo. Para a espécie de E. turcicum ndo foram observadas
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diferencas visuais nos sintomas independentes do isolado que foi usado. Dessa
forma, foi observada que a espécie produz os mesmos sintomas nas folhas,
independentemente do hospedeiro original ou do local de coleta, e todos os
isolados tém a mesma capacidade de ocasionar a doenca. A espécie E. rostratum
também foi capaz de ocasionar mancha-foliar (Figura 4).

Os sintomas de E. turcicum nas folhas de milho estdo de acordo com as
relatadas na literatura (Hernandez-Restrepo et al., 2018; Badu-Apraku et al.,
2021). As diferencas nos sintomas ocasionados pelo patbgeno podem estar mais
relacionadas as racas do patdégeno e/ou as variedades de milho que se é
cultivado (Turgay et al., 2020).

Esse € o primeiro trabalho que busca verificar a ocorréncia de espécies
Exserohilum em cultivos de milho de diferentes origens geograficas do Brasil,
baseado em dados morfolégicos, patogénicos e moleculares. Apds a
diferenciacdo das espécies, os isolados podem ser usados em trabalhos futuros

para aumentar a confianca na selecao dos genotipos resistentes.

RESUMO E CONCLUSOES

Duas espécies de Exserohilum foram associadas causando a mancha-foliar
em milho. Os isolados de E. turcicum ndo diferiram quanto sua capacidade
patogénica, e essa caracteristica também néo é influenciada pela regido de coleta
dos isolados. Os mesmos podem ser usados em trabalhos futuros que visem o
melhoramento de milho-pipoca visando a resisténcia a E. turcicum.

A combinacdo dos dados morfologicos, moleculares e patolégicos podem
ser usados para entender quais as espécies de Exserohilum estdo associados a

mancha-foliar.
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RESUMO E CONCLUSOES

Os fungos estéo entre os agentes causais mais importantes em plantas. Os
géneros Bipolaris e Exserohilum tém incidéncia bem expressiva no milho-pipoca.
Diante disso, buscou-se verificar quais as espécies de Bipolaris e Exserohilum
estdo associadas a mancha-foliar em milho e, para tal, objetivou-se proceder a
caracterizagdo morfologica, molecular e patologica em linhagens de milho-pipoca.
As espécies de Bipolaris foram coletadas nos Estados de Alagoas, Espirito Santo,
Mato Grosso, Para, Rio de Janeiro e Tocantins. Foram identificadas duas
espécies de Bipolaris: B. gossypina e a B. maydis. A B. gossypina foi identificada
apenas no Estado do Mato Grosso, jA a espécie B. maydis foi amostrada em
cultivos de milho nos demais Estados brasileiros. As espécies pertencentes ao
género Exserohilum se desenvolvem em condicbes ambientais especificas. A
espécie E. turcicum foi encontrada no Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Na Regido Sul do Brasil foram identificadas
apenas espécies de E. Turcicum. A espécie E. rostratum foi coletada apenas no
Rio de janeiro. Os isolados, tanto de Bipolaris quanto de Exserohilum, nao
diferiram quanto sua capacidade patogénica em linhagem de milho-pipoca. A
combinacdo dos dados morfologicos, moleculares e patoldégicos podem ser
usados para entender quais os patdgenos que estdo associados a mancha-foliar.
De maneira geral, esses achados contribuem para a compreenséao dos patdogenos

gue causam a mancha-foliar em milho.
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