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RESUMO GERAL

Os oidios ou mildios pulverulentos sdo importantes doencas de plantas induzidas por fungos
biotréficos altamente evoluidos (Ascomycota: Erysiphales). Os oidios podem causar severas
perdas de produtividade na cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.), sendo facilmente
reconhecidos pelas colnias brancas presentes em todas as partes aéreas das plantas, exceto nos
frutos. Os oidios sdo amplamente distribuidos, induzindo danos mais severos em cultivos
protegidos e em dreas irrigadas por gotejamento. A nivel mundial, um complexo de trés
patdgenos tem sido associado aos oidios do tomateiro e outras Solanaceae: Erysiphe
neolycopersici, Golovinomyces lycopersici (ambos induzindo oidio adaxial) e Leveillula taurica
(causando oidio abaxial). Embora fungicidas possam ser utilizados, o uso de cultivares
resistentes é a estratégia mais eficiente e sustentavel para o controle desses patdgenos. Esta
dissertacdo teve como objetivo identificar e caracterizar morfolégica e molecularmente isolados
de patdgenos indutores de oidio do tomateiro no Brasil e avaliar a reagdo de acessos do género
Solanum (sec¢do Lycopersicon) a isolados classificados como E. neolycopersici. No Capitulo
11, 73 isolados foram obtidos de plantas de tomateiro com sintomas/sinais de oidio, de diferentes
areas de producdo em quatro regies geograficas do Brasil. Destes, 14 foram selecionados para
caracterizagdo molecular via sequenciamento de DNA de amplicons da regido 1TS-5.8S rDNA
obtidos com um par de primers (PMITS1/PMITS2) especificos para identificacdo de
Erysiphales. A combinacéo de analises morfoldgicas e moleculares confirmou a predominéncia
de isolados de E. neolycopersici causadores do oidio adaxial no Brasil. Os levantamentos
indicaram o jilo (S. aethiopicum var. gilo), batata (S. tuberosum) e Nicandra physaloides como
hospedeiros naturais de isolados de E. neolycopersici. Solanum acanthodes foi relatado pela
primeira vez como hospedeiro experimental desse patdégeno. No Capitulo 111, avaliou-se a
reacdo de 174 acessos e oito hibridos interespecificos experimentais do género Solanum
(Lycopersicon) a isolados de E. neolycopersici. Altos niveis de resisténcia foram detectados em
um namero restrito de acessos de especies silvestres. A maioria dos acessos de S. habrochaites
apresentou resposta do tipo imunidade ao patogeno. Solanum chilense ‘CNPH 0410’ ¢ S.
peruvianum ‘CNPH 0201’ também foram imunes, correspondendo ao primeiro registro desses
acessos como novas fontes de resisténcia a esse fungo. Solanum pennellii ‘CNPH 0409’
mostrou-se altamente resistente a isolados de E. neolycopersici. O acesso S. arcanum ‘LA-2172’
(fonte original do gene OI-4) apresentou significativa recuperacao dos sintomas e se comportou
como resistente. Plantas de hibridos experimentais interespecificos envolvendo acessos de S.
lycopersicum suscetiveis e acessos de S. habrochaites resistentes ndo apresentaram sintomas,
indicando a presenca de fatores de resisténcia dominantes nesses acessos silvestres. No Capitulo
IV, oito isolados de L. taurica (trés de tomateiro, trés de Capsicum e dois de jild) foram obtidos
de areas de cultivo nas regides nordeste e centro-oeste do Brasil. Todas as plantas apresentaram
sinais e sintomas abaxiais caracteristicos do patdgeno. Os isolados foram caracterizados
morfoldgica e molecularmente por meio do sequenciamento de segmentos da regido 1TS-5.8S
rDNA utilizando o par de iniciadores PMITS1/PMITS2. As estruturas fungicas observadas e a
caracterizacdo molecular dos oito isolados corresponderam aquelas descritas na literatura como
L. taurica. Em conclusdo, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que as espécies E.
neolycopersici (causando oidio adaxial) e L. taurica (causando oidio abaxial) estdo amplamente
distribuidas na cultura do tomateiro no Brasil. Acessos de germoplasma identificados e
caracterizados com altos niveis de resisténcia a isolados de E. neolycopersici podem ser
empregados em programas de melhoramento de tomateiro visando o desenvolvimento de
cultivares mais adaptadas as regides tropicais e subtropicais do Brasil.

Palavras-chaves: Erysiphe neolycopersici; Leveillula taurica; resisténcia genética; espécies
selvagens; filogenia; caracterizacdo morfologica



GENERAL ABSTRACT

Powdery mildews (PMs) are important plant diseases induced by highly evolved, biotrophic
fungi (Ascomycota: Erysiphales). PMs can cause severe yield losses in tomato (Solanum
lycopersicum L.) crops, being easily recognized by the white colonies on the aerial plant parts,
except fruits. PMs are widely distributed, inducing severe damages to protected crops and in
drip-irrigated areas. A complex of three pathogens has been associated with the PMs on tomato
and other Solanaceae worldwide: Erysiphe neolycopersici, Golovinomyces lycopersici (both
inducing adaxial PM) and Leveillula taurica (abaxial PM). Although fungicides can be used, the
use of resistant cultivars is the most efficient and sustainable strategy to control these pathogens.
This dissertation aimed to identify and characterize morphologically and molecularly isolates of
tomato PM-inducing pathogens in Brazil and to evaluate the reaction of accessions of the genus
Solanum (section Lycopersicon) to isolates classified as E. neolycopersici. In Chapter 11, 73
isolates were obtained from tomato plants showing PM symptoms/signs, from different areas in
four geographic regions of Brazil. Of these, 14 were selected for molecular characterization via
DNA sequencing of amplicons of the 1TS-5.8S rDNA region obtained with a pair of primers
(PMITS1/PMITS2) specific for identification of Erysiphales. A combination of morphological
and molecular analyzes confirmed the predominance of E. neolycopersici isolates causing the
adaxial PM in Brazil. Nationwide surveys indicated scarlet eggplant (S. aethiopicum var. gilo),
potato (S. tuberosum) and Nicandra physaloides as natural hosts of E. neolycopersici isolates.
Solanum acanthodes was reported for the first time as an experimental host of this pathogen. In
Chapter 111, the reaction of 174 accessions and eight experimental interspecific hybrids of the
genus Solanum (Lycopersicon) was evaluated to E. neolycopersici isolates. High levels of
resistance were detected in a restricted number of wild species accessions. Most of the S.
habrochaites accessions showed an immunity-like response to the pathogen. Solanum chilense
‘CNPH 0410’ and S. peruvianum ‘CNPH 0201 were also immune, corresponding to the first
record of these accessions as new sources of PM resistance. Solanum pennellii ‘CNPH 0409’
proved to be highly resistant to E. neolycopersici isolates. The S. arcanum accession ‘LA-2172’
(original source of the OI-4 gene) showed a significant recovery of symptoms and behaved as
resistant. Plants of interspecific experimental hybrids involving susceptible S. lycopersicum
accessions and resistant S. habrochaites accessions showed no symptoms, indicating the
presence of dominant resistance factors in these wild accessions. In Chapter 1V, eight L. taurica
isolates (three from tomato, three from Capsicum and two from scarlet eggplant) were obtained
from growing areas in the northeast and central-west regions of Brazil. All plants showed
characteristic abaxial symptoms and signs of the pathogen. The isolates were characterized
morphologically and molecularly by sequencing segments of the ITS-5.8S rDNA region using
the PMITS1/PMITS2 primer pair. The fungal structures observed and the molecular
characterization of the eight isolates corresponded to those described in literature as L. taurica.
In conclusion, the results obtained in the present work indicated that E. neolycopersici (inducing
adaxial PM) and L. taurica (inducing abaxial PM) are widely distributed in tomato crops in
Brazil. Germplasm accessions identified and characterized with high levels of resistance to E.
neolycopersici isolates can be employed in tomato breeding programs aimed at developing
cultivars more adapted to tropical and subtropical regions of Brazil.

Keywords: Erysiphe neolycopersici; Leveillula taurica; genetic resistance; wild tomato species;
phylogeny; morphological characterization
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INTRODUCAO GERAL

Origem, classificagdo botéanica e morfologia do tomateiro

O tomateiro cultivado (Solanum lycopersicum L. = Lycopersicon esculentum Mill.)
juntamente com seus 12 parentais selvagens, tem sua origem na parte ocidental da América do
Sul, abrangendo regibes pertencentes ao Peru, Chile, Equador e Ilhas Galapagos, sendo
cultivado em varias zonas geograficas, em condi¢fes de campo aberto ou em cultivo protegido
(BOITEUX et al., 2012; MORALES-PALACIO et al., 2016; MARIN, 2017). O tomateiro é
uma espécie diploide contendo 12 conjuntos (pares) de cromossomos (2n = 2x = 24), seu
genoma é composto por aproximadamente 950 Mb de DNA, sendo composto por ~75% de
heterocromatina que s&o regides, em grande parte, desprovidas de genes (DIEZ; NUEZ, 2008).

O tomateiro € membro do género Solanum dentro da familia Solanaceae, fazendo parte
de um grupo de 13 espécies intimamente relacionadas, contendo grande diversidade de
tomateiros silvestres, com numero acima de 3.000 acessos coletados e conservados em
diferentes instituicdes de pesquisa (KNAPP; PERALTA, 2016). A familia Solanaceae é
composta por aproximadamente 100 géneros e 2.500 espécies que se desenvolvem nos mais
diversos habitats. Muitas espécies comercialmente importantes compdem essa familia, incluido
0 pimentdo e as pimentas, a batata, a berinjela e o fumo, além do tomateiro (KNAPP, 2002).

A classificacdo taxondmica do tomateiro tem sido amplamente revisitada ao longo dos
anos. A espécie domesticada de tomateiro foi inicialmente classificada por Miller (1754) como
Lycopersicon esculentum. Trabalho posteriores (CHILD 1990; PERALTA; SPOONER, 2006)
restabeleceram a nomenclatura originalmente proposta por Lineu (1756) como Solanum
lycopersicum L. (DIEZ; NUEZ, 2008). O fruto comestivel do tomateiro se originou, muito
provavelmente, apds anos de selecdo e cruzamentos de seus ancestrais selvagens: S.
lycopersicum var. cerasiforme, S. pimpinelifollum e S. cheesmaniae, resultando em frutos até
100X maiores que seus ancestrais. A variedade S. lycopersicum var. cerasiforme, que produz
frutos tipo “cereja”, ¢ a forma mais primitiva de tomateiro cultivado, sendo considerado o
progenitor selvagem de S. lycopersicum (LIN et al., 2014; MORALES-PALACIO et al., 2016;
KUMAR et al., 2020).

No ponto de vista morfolégico, o tomateiro apresenta um caule principal com
ramificacdo que inicia na base da planta de maneira monopodial tornando-se posteriormente
em simpodial. Possui folhas com textura levemente asperas e felpudas, imparipinadas com
margens recortadas ou lobuladas e comprimento de 10 a 30 cm (GRANDILLO et al., 2011,

KUMAR et al., 2020). As flores possuem geralmente cinco sépalas, cinco pétalas, cinco
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estames e dois carpelos (l6culos) (MONFORTE et al., 2014). Sdo amarelas,
predominantemente autégamas, porém possibilitam a emasculagdo, permitindo que se realize
polinizacéo cruzada com relativa facilidade (GRANDILLO et al., 2011; KUMAR et al., 2020).
Os frutos do tomateiro sdo bagas carnudas de coloracdo verde quando imaturos e quando
maduros, geralmente se tornam vermelhos devido a formacdo e a acumulacéo do carotenoide
licopeno. No entanto, uma ampla variedade de tomates se encontra disponivel, diferindo
significativamente em forma, coloracdo e tamanho. Além das frutas vermelhas existem
variedades de coloragéo laranja, amarela, roxa, marrom e verde. Em relagéo ao tamanho podem
variar de muito pequenos até tomates muito graudos e, em termos de formato, podem variar de
redondo, periforme e alongado (RANC et al., 2012; ALVARENGA, 2013; MONFORTE et al.,
2014).

As diferentes formas e tamanhos definem os diferentes grupos varietais. No mercado
brasileiro, as cultivares de tomate estdo divididas em seis grandes grupos varietais, conforme
as caracteristicas dos frutos e da planta (FILGUEIRA, 2013), sendo eles: Grupo ‘Santa Cruz’:
resistente ao manuseio, elevada produtividade, presenca de dois ou trés léculos, polpa espessa,
peso entre 160 e 200 g e planta com habito de crescimento indeterminado; Grupo ‘Longa-Vida’
(‘Carmem’) apresenta frutos redondo-achatados, grandes (150 a 200 g) com polpa rigida com
excelente conservacgdo pos-colheita. Esse segmento é atualmente o lider de mercado no Brasil.
Grupo ‘Salada’ (magd, caquizdo, gaticho ou tomatdo): apresenta frutos grandes, pesando entre
200 e 400 g, contendo de 4 a 10 Ioculos. Possui menor resisténcia ao transporte, sendo mais
consumido em forma de saladas. Os grupos ‘Cereja’ (globular) e ‘Grape’ (alongado):
apresentam frutos pequenos de 15 a 25 g, biloculares, cor vermelho-brilhante e excelente sabor.
As plantas desses grupos apresentam habito de crescimento indeterminando. Grupo ‘Italiano’
ou ‘Saladette’: cultivar de mesa (consumo in natura), apresenta caracteristica “longa vida”, com
formato tipicamente alongado, bilocular, coloracdo vermelha, alto teor de licopeno e sabor

adocicado. Muito consumido em saladas, molhos e como tomate seco (FILGUEIRA, 2013).

Clima e Solo

O tomateiro possui ampla adaptabilidade, podendo ser cultivado em diferentes regides
geograficas. Atualmente, essa hortalica tem sido cultivada em todo o mundo, nos mais
variados climas e condi¢6es, que vao desde os tropicos até regides temperadas (PERALTA,
SPOONER, 2006). Devido sua origem natural, em regides de elevadas altitudes, o tomateiro

adapta-se melhor a regiGes serranas ou de planalto, secas e com alta luminosidade. O cultivo,
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no entanto, é prejudicado por regides de clima tropicais tmidos que favorece a incidéncia de
pragas e doencas (FILGUEIRA, 2013).

A temperatura 6tima para o desenvolvimento da cultura esta entre 21 e 28 °C durante
o0 dia, e 15 e 20 °C durante a noite. Temperaturas elevadas afetam a qualidade dos frutos,
principalmente no que diz respeito a coloracdo, pois inibem a formacdo do licopeno
(FILGUEIRA, 2013; LOPES, 2021). O tomateiro pode ser cultivado em uma ampla variedade
de solos, mas sdo preferiveis os de textura argilosa e bem drenados com pH de 5 a 7, que
apresentem boa disponibilidade de nutrientes e isentos de salinidade. Areas com
encharcamento e topografias irregulares devem ser evitadas, além daquelas com histérico de

doencas causadas por patdgenos de solo (LOPES, 2021).

Importéancia econdémica do tomateiro

O tomate estd amplamente distribuido pelo mundo, sendo consumido in natura ou na
forma de produtos processados. A cultura alcangou em 2021 uma producéo mundial de ~190
milhdes de toneladas em 5.167.388 hectares (FAO, 2022). Ocupa a segunda posi¢éo entre as
hortalicas em importancia econémica no Brasil, tendo alcancado a producdo estimada em
3.679.160 milhdes de toneladas em 51.907 ha em 2021. O Brasil ocupa a 9% posi¢do no
ranking mundial de producdo, sendo o Centro-Oeste a maior regido produtora do pais
(FAOSTAT, 2022; IBGE, 2022) (Figura 1). O valor de mercado do tomate é determinado
principalmente pela forma, tamanho e coloracdo dos frutos. Varios produtos processados séo
preparados em escala industrial a partir de variedades de tomate desenvolvidas

especificamente para esse segmento (KUMAR et al., 2020).
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Figura 1 — Ranking mundial de producéo de tomate.
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Segundo 0 ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI & FRUTI (2022), o cultivo do
tomate de mesa tutorado representa 50% do total da producdo da cultura no Pais, seguido do
tomate para processamento industrial (de porte rasteiro) com 37%. O segmento de tomate do
tipo mesa rasteiro (de porte semi-determinado) corresponde a ~13% da producéo.

No Brasil, a maior parte da producdo é destinada ao consumo in natura (CONAB,
2019). Entretanto, a indUstria de processamento oferece maior diversificacdo de itens
derivados do tomate, incluindo os concentrados, sucos, sopas, molhos, tomate pelado, tomate
esmagado ou cubeteado, entre outros. Em fungéo do alto nivel de consumo mundial, o tomate
é responsével por parte significativa na ingestdo de vitaminas e minerais na dieta humana
(KUMAR et al., 2020). O beneficio do tomate e seus derivados & saude humana, atribui-se,
principalmente & presenca de compostos fendlicos, minerais, vitamina C, carotenoides e
sobretudo ao seu potencial antioxidante devido ao alto teor de licopeno (SAHLIN et al.,
2004).

Principais problemas de origem bidtica do tomateiro

O cultivo do tomate é suscetivel a uma ampla gama de pragas e patdgenos que podem
ocasionar perdas econémicas significativas (BAI; LINDHOUT, 2007). Nas condi¢fes
brasileiras, o tomateiro € uma cultura muito sensivel a limitacdes de producdo de origem
bioticas e/ou abioticas, podendo gerar perdas de producdo acima de 30% em determinadas
épocas do ano (LOPES, 2021). Segundo Lopes e Avila (2005), no mundo ja foram relatadas
cerca de 200 doencas bidticas e abidticas causando prejuizos a tomaticultura. Estes patogenos
e as doencas que eles induzem podem afetar o desenvolvimento e a produtividade devido a
falta de métodos de controle eficazes. Os danos das doencas e 0s custos associados com as
estratégias de controle resultam na elevacdo do custo de producdo (LOPES, 2021). Além
disso, muitas doencas demandam a aplicacdo de produtos fitossanitarios em determinadas
épocas e regides onerando o custo e causando potenciais danos ambientais (LOPES, 2021).

As doencas de origem bidtica sdo causadas por bactérias, virus, nematoides,
oomicetos e fungos. Algumas das doencas induzidas por membros desses grupos de
patdgenos sdo mais importantes nas condi¢cfes brasileiras, incluindo a mancha bacteriana
causada por espécies de Xantomonas (LOPES et al., 2015), as geminiviroses ou 0S mosaicos
dourados, causado por um complexo de espécies de virus da familia Geminiviridae (REIS et
al., 2020), o vira-cabeca também causado por um complexo de espécies do género
Orthotospovirus (JORGE et al., 2023), as galhas radiculares causada por distintas espécies

do género Meloidogyne (PINHEIRO et al., 2014), a requeima causada por Phytophthora
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infestans (REIS et al., 2006), a Septoriose causada por Septoria lycopersici (SATELIS et al.,
2010), entre outras.

Entre os grupos de doengas, os fungos se destacam como maiores causadores de
doencas no tomateiro, atribuindo-se cerca de 30% dos custos de producdo ao uso de
fungicidas (REIS et al., 2021). Este grupo de patdgenos descritos causando doengas,
radiculares e foliares pode ser dividido em biotrofricos (sobrevivem parasitando
exclusivamente o tecido vivo), necrotroficos (que se nutrem a partir de tecido morto) e os
hemibiotréficos que ingressam na planta como biotréficos e, atingindo a fase de
desenvolvimento e colonizacdo, agem como necrotréficos (AMORIM; PASCHOLATI,
2018).

Identificacédo e filogenia de fungos fitopatogénicos

A grande maioria das doengas em plantas é induzida por fungos (REIS et al. 2021).
Estima-se que que existam mais de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies fungicas, e até 0 momento
apenas 150.000 foram descritas (CROUS et al. 2021). Por muito tempo a identificacdo de
fungos foi baseada principalmente em caracterizacdes morfologicas, e em associacfes de
hospedeiros, 0 que, em muitos episodios, ocasionou erros na identificacdo, devido a plasticidade
fenotipica desses organismos (BHUNJUN et al. 2021).

Atualmente atreladas a caracterizacdo morfologica, estdo sendo utilizados métodos mais
especificos para identificacdo de fungos. Entre eles a identificagdo molecular utilizando a
Regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossémico. Os genes altamente
conservados 18S, 5,8S e 28S sdo separados por regides ndo codificantes denominadas ITS1 e
ITS2 (Figura 2). Esta regido, que consiste em ITS1, 5.8S rDNA e ITS2 é sujeita a uma série
de mutacbes ao longo da evolucdo, tornado-as adequadas para caracterizar espécies
estreitamente relacionadas bem como determinar variabilidade intraespecifica (JANSA et al.
2002). Nesse sentido, a regido ITS tem sido aceita como um cédigo de barras universal para
fungos, por estarem localizadas nas bordas de genes altamente conservados, e terem elevado
nimero de cépias no genoma fungico, facilitando sua amplificacdo e sequenciamento
(MICHAELSEN et al.2006; BHUNJUN et al. 2021; KUSCH et al. 2023).

A informacdo das sequéncias de nucleotideos das regides ITS fornece uma grande
quantidade de dados para identificacdo de espécies de oidio. A analise comparativa dessa regido
tem sido feita com primers exclusivos para espécies causadoras de oidios que sdo capazes de
anelarem de maneira mais eficiente nas bordas das regides 18S e 28S (KISS, 2001; KUSCH et
al. 2023)



18

ITS1)

Ims1  5.8S T2

ITS REGION

Figura 2 — Representacdo esquematica da regido ITS. ITS1 e ITS4 representam os iniciadores
universais. Figura: Stéfani dos Santos Leite.
Oidios

Dentre as doencas foliares, causadas por fungos biotréficos, destacam-se os oidios. A
relevancia destas doencas tem aumentado nas condig¢Oes brasileiras principalmente em
cultivos protegidos e em condigdes de campo aberto em épocas secas ou durante “veranicos”
com irrigacdo via gotejamento. Estas sdo doencas causadas por fungos altamente evoluidos
(Ascomycota: Erysiphales) que estabelecem interac6es duradouras com os tecidos vivos das
plantas hospedeiras. Esses patdgenos produzem haustdrios que sdo estruturas que permitem
uma eficiente exploracdo das ceélulas vegetais (SEIFI et al., 2014). Os oidios estdo
amplamente distribuidos, com ocorréncia na grande maioria das especies cultivadas
(STADNIK, 2001).

Ja foram relatadas, em todo o mundo, cerca de 900 espécies em 19 géneros de fungos
causadores de oidios, poréem estima-se que a sua diversidade seja ainda muito maior
(GLAWE, 2008; TAKAMATSU, 2013; KUSCH et al. 2023). Este grupo de fungos pode
afetar cerca de 10.000 espécies de plantas, incluindo muitas de importancia econdmica, tais
como cereais, hortalicas, frutas e plantas ornamentais. Publicacdes sobre a origem geografica
dos oidios sdo muito raras e divergentes, no entanto acredita-se que a doenca tenha se
originado no periodo Cretaceo, levando em consideracdo a origem das angiospermas
(TAKAMATSU, 2013; KUSCH et al. 2023).

De forma geral, as plantas quando infectadas pelos agentes causais dos oidios,
apresentam lesdes isoladas, brancas ou acinzentadas pulverulentas na face adaxial.
Dependendo da espécie fungica ou da severidade da doenca, a face abaxial das folhas também
pode ser afetada. E comum observar a infeccdo dos peciolos, clice, caule e, mais raramente,
frutos. InfeccBes severas podem levar a clorose e posterior necrose foliar, senescéncia
prematura, subdesenvolvimento, queda de flores e frutos, reducéo do ciclo da cultura, entre
outros (BEDENDO, 2018). Os oidios raramente causam morte da planta, porém podem
causar perdas na produtividade entre 20—40 % (JONES et al., 2001; BEDENDO, 2018). Essas

doencas sdo favorecidas por plantios adensados, baixa incidéncia luminosa, auséncia de



19

molhamento foliar, temperaturas entre 20—27 °C e umidade do ar > 50% (BEDENDO, 2018).
A auséncia de chuva ou de irrigacdo por aspersao favorece o desenvolvimento da doenca,
pois evita que as estruturas do patdgeno sejam danificadas e/ou simplesmente lavadas dos
6rgdos afetados (JONES et al., 2001; BAPTISTA, 2009; HSIAO et al., 2022).

Entre as principais estratégias adotadas para o controle do oidio, estdo: Manejo da
irrigagdo (molhamento foliar), evitar plantio adensado, controle de hospedeiras alternativas,
evitar sucessdo com culturas da mesma familia (REIS; LOPES, 2009; BEDENDO, 2018;
REIS et al., 2021). A aplicacdo foliar de enxofre se mostra eficiente como estratégia de
controle preventivo e curativo do oidio em tomateiro (BEDENDO, 2018). Conforme
demonstraram Llorens et al. (2017), a aplicacdo desse mineral reduz os niveis de infeccao,
melhora os parametros fisioldgicos da planta, aumenta o nivel de clorofila, induz mecanismos
de resposta imune das plantas, aumentando significativamente a deposi¢édo de calose.

O controle quimico é o método de controle mais utilizado pelos produtores.
Entretanto, esta estratégia aumenta o custo de producdo, além de expor os produtores,
consumidores e 0 meio ambiente a produtos fitossanitarios potencialmente toxicos. No Brasil,
estdo registrados no Ministério da Agricultura diversos fungicidas do grupo dos triazois, das
estrobilurinas e da carboxamida para controle de vérias espécies de oidio em diferentes
culturas (AGROFIT, 2023). Embora existam fungicidas registrados para o controle do oidio,
0 emprego de cultivares resistentes tem sido a estratégia mais adequada para o controle da
doenca (JONES et al., 2001; BEDENDO, 2018). Através do melhoramento genético, tem se
obtido cultivares que possuem resisténcia vertical e/ou horizontal, desenvolvidas através de
estudos de heranca, selecdo de fontes de resisténcia mais adequadas para incorporacdo em
materiais genéticos superiores, uso de marcadores moleculares e de recursos gendmicos
(JONES et al., 2001; KISS et al., 2001; REIS et al., 2021).

Oidios do tomateiro e outras solanaceas

A nivel mundial, um complexo de trés patdgenos tem sido associado aos oidios do
tomateiro e de outras espécies Solanaceae: Erysiphe neolycopersici L. Kiss, Golovinomyces
lycopersici (Cooke & Massee) L. Kiss, (ambos induzindo oidio adaxial) e Leveillula taurica
(= Oidiopsis haplophylli Rulamort = Oidiopsis sicula Scalia = Oidiopsis taurica Salmon),

induzindo oidio abaxial (Tabela 1).
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Erysiphe neolycopersici (L. Kiss) HY Hsiao & YM Shen

A espécie Erysiphe neolycopersici (anteriormente descrita como Oidium
neolycopersici) foi relatada pela primeira vez na Europa Ocidental em 1986 (PATERNOTTE,
1988). Depois disso, 0 patdgeno se espalhou rapidamente pelo mundo (JONES et al., 2001;
KISS et al., 2001). Esse agente causal estd classificado dentro do género Erysiphe (filo
Ascomycota, ordem Erysiphales, e familia Erysiphaceae). O género Erysiphe abrange
aproximadamente metade de todas as espécies de oidio no mundo (~ 500 espécies) todas as
quais sdo obrigatoriamente patdgenos biotréficos de plantas (WEBSTER; WEBER, 2007;
TAKAMATSU, 2018; HSIAO et al.,, 2022). Anamorfos com conidiogénese do tipo
Pseudoidium (conidios formados isoladamente) e teleomorfos com a presenca de casmotécios
poliascais sdo as caracteristicas basicas do género (TAKAMATSU, 2018; HSIAO et al.,
2022).

A espécie E. neolycopersici foi relatada pela primeira vez no final da década de 1980
no Reino Unido (JONES et al., 2001). Em seguida, relatos desse patdgeno indicaram a sua
presenca em diversos paises do continente europeu bem como Canada, Estados Unidos
(JANKOVICS et al.,, 2008). A correta identificacdo do patogeno foi inicialmente
problematica, resultando em sua atribuicao a diferentes e incorretas nomenclaturas incluindo:
Oidium lycopersicum, E. orontii, E. cichoracearum ou ainda descrito apenas como Erysiphe
sp. Erysiphe neolycopersici so foi distinguido de O. lycopersici no inicio da década de 2000
em um trabalho comparativo usando isolados das duas espécies (KISS et al., 2001).

E. neolycopersici se caracteriza por causar lesdes pulverulentas brancas na face
adaxial das folhas do tomateiro, comecando pelas mais velhas, podendo, ocasionalmente,
infectar a face abaxial. Além disso, o fungo também afeta hastes, caules, peciolos e calices,
sem, contudo, infectar os frutos. Infeccbes mais severas podem levar a clorose foliar,
senescéncia prematura e reducdo acentuada no tamanho e qualidade dos frutos (JONES et al.,
2001; KISS et al., 2001; SEIFI et al., 2013).

Como estruturas somaticas, E. neolycopersici produz um micélio branco, fino, hifas
hialinas; conidioforos eretos perpendiculares a superficie do hospedeiro. Os conidios
apresentam forma elipsoidal (30 x 15 um), destituidos de corpos de fibrosina, sendo formados
isoladamente. Pseudo-cadeias podem ser eventualmente observadas em condicdes de alta
umidade relativa. As células-pé sdo predominantemente cilindricas ou as vezes infladas no
meio e contraidas na base. Os apressorios sdo distintos, lobados e multilobados opostos ou

dispersos. Até o presente momento, ndo estao disponiveis relatos da presenca de casmotécio
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nessa espécie (JONES et al., 2000; KISS et al., 2001; KASHIMOTO et al. 2003; HSIAO et
al., 2022).

A disseminacdo do fungo ocorre principalmente por meio do vento e tratos culturais
(BEDENDO, 2018). Uma vez que os conidios entram em contato com o hospedeiro, havendo
condicbes ambientais favoraveis, e superficie livre de agua, eles germinam dentro 3 e 6 horas
apods a inoculagio (hpi) ou antes de 17 hpi (LEBEDA et al. 2002; MIESLEROVA et al. 2004;
BEDENDO, 2018). Os apressorios, ao penetrarem diretamente nas células epidérmicas,
desenvolvem haustorios, permitindo ao fungo a absor¢éo de elementos necessarios para o seu
crescimento, sem matar as celulas. Dentro de 7 a 10 dias ap6s a infecgdo, surgem 0s
conidiéforos curtos na superficie da folha e a producdo dos conidios (KISS et al., 2001;
BEDENDO, 2018).

Golovinomyces lycopersici (Cooke & Massee) L. Kiss

O fungo Golovinomyces lycopersici (anteriormente descrito como Oidium
lycopersici) teve seu primeiro registro de ocorréncia na Australia em 1888 (LEBEDA;
MIESLEROVA, 2000). Esta espécie ja foi descrita causando doenga em batata (S. tuberosum)
e berinjela (S. melongena) (WHIPPS et al., 1998). Esta espécie produz coldnias brancas
pulverulentas, predominantemente adaxiais no tecido foliar, podendo afetar toda a parte aérea
da planta, com excecdo dos frutos. Nas superficies afetadas produz micélio banco esparso
com hifas retas. Conidioforo consistindo em uma Unica celula longa medindo de 95-180 um
contendo conidios produzidos em cadeias. A presenca de conidios catenulados (cadeias de 3—
5 conidios) é a principal critério morfoldgico para separacao da espécie E. neolycopersici. Os
conidios sdo desprovidos de corpos de fibrosina, apresentando formatos variando de elipticos
a cilindricos com dimensdes variando de 14—16 um; 25-45 um. Tubos germinativos clavados
emergem do meio e das extremidades dos conidios. Os apressorios dessa espécie sdo
majoritariamente em forma de mamilo (LEBEDA; MIESLEROVA, 2000; KISS et al., 2001).

Leveillula taurica (Lév.) Arn. (= Oidiopsis haplophylli Rulamort = Oidiopsis sicula Scalia

Oidiopsis taurica Salmon)

Leveillula taurica (fase sexuada) pertence ao filo Ascomycota, ordem Erysiphales e
familia Erysiphaceae (PALTI, 1988). Leveillula taurica € um parasita obrigatério, que
apresenta micélio endofitico e epifitico, que infecta uma ampla gama de hospedeiros,
incluindo a familia das Solanaceas, causando doenca principalmente no tomateiro e em

espécies do género Capsicum. Ainda ndo ha relatos da forma perfeita do patégeno no Brasil
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(PALTI, 1988; JONES et al., 1991; CAFE-FILHO et al., 2001). E um fungo, que embora
encontrado em zonas quentes e secas, ¢ amplamente distribuido no mundo, sendo relatado em
mais de 750 espécies de plantas, tendo sua dindmica fortemente dependente das condicoes
ambientais (PALTI,1988; LAGE, 2019). No Brasil, o primeiro registro formal do oidio
abaxial do tomateiro foi feito no Estado de Sdo Paulo (KUROZAWA; UENO, 1987).
Acredita-se que o patdgeno tenha sido introduzido no pais por meio de plantas ornamentais
importadas, uma vez que ndo ha relatos de sua transmissdo via semente (REIS et al., 2005).
Essa espécie causa sintomas nas folhas, apresentando lesdes amarelas de formato
eventualmente angulares na face adaxial e crescimento pulverulento branco ou acinzentado
na face abaxial destas lesdes, que constitui as estruturas do fungo. Essas a depender da
severidade da doenca e condi¢des ambientais ndo sdo facilmente observadas. Com o tempo,
as areas afetadas transformam-se em lesGes necréticas. Em ataques muito severos, as lesdes
podem coalescer, podendo ocasionar seca e/ou senescéncia prematura das folhas (STADNIK,
2001; REIS et al. 2005; REIS; LOPES, 2012).

O fungo produz micélio subepidérmico, atacando o mesofilo foliar. Os conidiéforos
sdo longos, hialinos, alguns subdivididos em trés ramos, que emergem principalmente dos
estdmatos na face abaxial das folhas. Os conidios, também hialinos, medem cerca 40-80 um
x 12-16 pm e séo produzidos terminalmente com dois formatos: piriformes (primarios) ou
lanceolados com a ponta aguda; e cilindricos (secundarios) elipsoides com a ponta
arredondada. A forma sexuada, onde é produzido um casmotécio medindo 140-250 um em
didmetro, raramente € observada na natureza (REIS et al., 2005; BEDENDO, 2018).

A disperséo dos conidios do fitopatdgeno em campo se da principalmente pelo vento,
e manejo da cultura, e em cultivo protegido, podem ser dispersos através de correntes de ar,
e pelos tratos culturais, sendo que a penetracdo ocorre especialmente via estdbmatos. As
condicdes de temperatura 6timas para o desenvolvimento do patégeno estdo em torno de 26°C
e umidade relativa de 70-80%, porém a infec¢do ainda pode ocorrer em temperaturas entre
10 e 33°C com umidade relativa sendo maior ou inferior. Dias quentes e secos com noites
frias e imidas favorecem o progresso da doenca (CLEMENTE; BOITEUX, 2012).

Esta espécie pode causar perdas a producdo que podem chegar a 31% durante a estacao
seca em plantacdes em campo aberto, com umidade relativa entre 50 e 70% e temperaturas
entre 20 e 25 °C (JONES; THOMSON, 1987; PALTI, 1988; GUZMAN-PLAZOLA et al.,
2003), onde o sistema de irrigacdo é via gotejamento. Em casa de vegetacdo (telado), as

perdas podem ocorrer durante todas as safras, sendo considerada uma das doencas fungicas
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de casa de vegetacdo, mais importantes nas regides produtoras do Brasil (CAFE-FILHO et
al., 2001).

Gama de plantas hospedeiras de E. neolycopersici e L. taurica

E sabido que o oidio depende de seu hospedeiro vivo para sua sobrevivéncia, e nesse
sentido é indispensavel discutir a gama de hospedeiras desses fitopatdgenos, uma vez que a
evolucdo do oidio é influenciada direta ou indiretamente pelo ambiente, por meio dos efeitos
nas plantas hospedeiras (SEIFI et al., 2014). Além do tomateiro, E. neolycopersici foi relatado
causando doenca em fumo (Nicotiana xanthi L.); Petunia sp.; Arabidopsis (Arabidopsis
thalliana L.) (JANKOVICS et al. 2008); Datura stramonium L. (MIESLEROVA et al., 2004).

A espécie L. taurica é cosmopolita e apresenta uma ampla gama de hospedeiras,
incluindo varias espécies do género Capsicum (KUSCH et al., 2020; REIS et al., 2005;
SOUZA;CAFE-FILHO, 2003); espécies do género Allium (REIS et al., 2004a) espécies de
plantas ornamentais (REIS et al., 2007); gréao-de-bico (Cicer arietinum L.) (BORGES et al.,
2023) e vérias solanaceas tais como jilo (Solanum aethiopicum var. gilo L.); fumo (Nicotiana
rustica L. e N. tabacum L.); berinjela (S. melongena L.), batata (S. tuberosum L.) e batata
silvestre (S. chacoense Bitt.) (REIS et al., 2004b).

Resisténcia genética

A resisténcia e definida como a capacidade de uma planta (hospedeira) suprimir, reduzir
ou retardar as injurias e danos causados por patdgenos em seus tecidos através de reacOes
morfoldgicas ou bioquimicas. A resisténcia pode ser também caracterizada pela quantidade de
genes (ex. monogénica, oligogénica e poligénica) que controlam as reacfes de defesa das
plantas ao ataque de patdgenos, podendo se expressar em diferentes niveis, ndo apenas 100%
ou imunidade (PARLEVLIET, 1997; AGRIOS, 2005). A resisténcia apresenta um sistema
multicomponente, onde o nivel de resisténcia resulta da somatoéria das contribui¢bes de
diferentes mecanismos de resisténcia (PASCHOLATI; DALIO, 2018).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na resisténcia de plantas a doencas, sendo eles:
Mecanismos passivos (pré-existentes e ndo ativados pela presenca do patdgeno), por exemplo:
a cuticula (SILVA et al., 2005); parede celular (BARROS et al., 2010); pilosidade e tricomas
(PARON; LARA, 2005), entre outros (AGRIOS, 2005). Mecanismos ativos (modificacbes
acionadas no tecido vegetal em resposta ao ataque do patdgeno) por exemplo: A resposta
hipersensivel (HR) que é qualquer modificacdo no tecido do hospedeiro, induzida pelo

patégeno, podendo ocasionar necrose local, impedindo o acesso do patdgeno as células vizinhas
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e limitando a infeccdo. A HR ocorre, geralmente, quando uma molécula do hospedeiro
reconhece uma molécula especifica do patdgeno (HEATH, 2000; DICKMAN; FLUHR, 2013).

Van der Plank (1966), classificou a resisténcia do hospedeiro em dois tipos béasicos:
vertical e horizontal. Na resisténcia vertical, as variedades do hospedeiro interagem de forma
especifica com as racas/variantes do patogeno, sendo efetiva contra uma variante, mas
ineficiente contra outras. Esta resisténcia é majoritariamente monogénica ou oligogénica, tendo
como expressdo a HR, sendo conferida pelos genes-R da hospedeira. A resisténcia vertical pode
ser superada por uma mudanca de raca. A resisténcia vertical reduz o inoculo inicial a partir do
qual a epidemia comeca (BURBANO-FIGUEROA, 2020).

Na resisténcia horizontal a interacdo ocorre entre as ragas do patdgeno e o hospedeiro e
ndo € especifica, atuando contra todas as racas do fitopatdgeno, podendo ser mais expressiva
para algumas e menos para outras. Esta resisténcia € poligénica, raramente causa imunidade na
planta, se expressando de forma quantitativa, reduzindo o progresso da doenca (BURBANO-
FIGUEROA, 2020).

Espécies selvagens de tomateiro utilizadas no melhoramento

O germoplasma do tomateiro cultivado possui baixa variacdo genética, o que é
indesejavel para o melhoramento genético. Por outro lado, as espécies silvestres de tomateiro,
possuem alta variabilidade genética, se constituindo em fontes promissoras para o0
melhoramento de caracteristicas economicamente importantes. Muitos estudos tém sido
realizados utilizando essas espécies, principalmente no que diz respeito a busca de novas fontes
de resisténcia a doencas de plantas (BAl et al., 2003; GRANDILLO etal., 2011; Ll etal., 2011).

O género Solanum (sect. Lycopersicon) consiste em 13 espécies estreitamente
relacionadas e intercruzaveis, embora com varios graus de dificuldade, sendo elas: o tomateiro
cultivado, Solanum lycopersicum (anteriormente Lycopersicon esculentum) que inclui o
tomateiro semidomesticado do tipo cereja (S. lycopersicum var. cerasiforme); bem como
formas selvagens incluindo S. arcanum; S. cheesmaniae; S. galapagense; S. chilense; S.
chmielewskii; S. neorickii; S. corneliomulleri; S. habrochaites; S. huaylasense; S. pennellii; S.
peruvianum e S. pimpinellifolium (GRANDILLO et al., 2011). Todas as espécies sdo diploides
(2n = 2x = 24), intimamente relacionadas e, até certo ponto, intercruzaveis. Além disso, sao
adaptadas a uma grande variedade de condi¢6es ambientais, correspondendo a uma gama de
variaces em termos de caracteristicas ecoldgicas, botanicas e reprodutivas (Tabela 2).
Numerosos genes de resisténcia a doencas sdo derivados dessas espécies que constituem o foco

da triagem no que diz respeito a resisténcia ao oidio do tomateiro, com o objetivo de reduzir 0s
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prejuizos, incorporando cultivares de elite ao mercado (GRANDILLO et al.,, 2011;
CLEMENTE; BOITEUX, 2012; FONSECA; BOITEUX, 2021; REIS et al., 2021).

Fontes de resisténcia aos oidios do tomateiro

Foram identificadas, em um subgrupo de espécies silvestres de Solanum (sect.
Lycopersicon) regides gendmicas e genes que conferem resisténcia ao oidio do tomateiro, séo
eles: Gene OI-1, que foi identificado na espécie selvagem S. habrochaites G1.1560, mapeado
no brago longo do cromossomo 6 do tomate. Gene ol-2 é um gene de resisténcia recessivo que
foi encontrado em S. lycopersicum var. cerasiforme LA1230 (tomate cereja), localizado no
cromossomo 4. A clonagem desse gene revelou que ele € um homélogo do gene Mlo da cevada,
conferindo resisténcia monogénica e apresentando como mecanismo de defesa a formacéo de
papila (Figura 3A) (BAI et al., 2008). Gene OI-3, que é uma introgressao de S. habrochaites
G1.1290, esta localizado na mesma regido cromossémica que OI-1. Ha evidencias que Ol-1 e
OI-3 séo variantes alélicas do mesmo gene. Gene Ol-4, que tem origem na espécie selvagem S.
peruvianum LA2172, estando localizado no braco curto do cromossomo, apresenta HR como
mecanismo de defesa (Figura 3B). O gene OI-5 foi introgredido de S. habrochaites Pl 247087,
este gene esta intimamente ligado a Ol-1 e OI-3 no brago longo do cromossomo 6. E o0 Gene
Ol-6, que foi encontrado em uma linha de reproducéo, ndo tendo sido encontrada sua origem,
e foi mapeado na mesma posicéo que Ol-4. Estudos indicam que Ol-4 e OI-6 sejam variantes
alélicas do gene Mi-1.2, isto se evidenciou, quando ao se silenciar esse gene (que confere
resisténcia a nematoides do género Meloidogyne) a resisténcia ao fungo E. neolycopersici foi
comprometida (FAINO et al., 2012) (Figura 4). Os genes (OI-1, OI-3 até OI-6), sdo dominantes
e apresentam como mecanismo de defesa uma resposta de hipersensibilidade (HR) (BAl et al.,
2005; LI et al., 2007). As regides Ol-qgtl1, Ol-gtl2 e Ol-qtl3 s&o loci de resisténcia quantitativa
(QRLs), mapeados em S. neorickii G1.1601 e apresentam uma resisténcia de carater poligénico
apresentando como mecanismos de defesa tanto HR quanto a formacéo de papila. O QTL OlI-
gtl1 foi mapeado na mesma regido do gene OI-1 no cromossomo 6, enquanto os QTLs OI-qtl2
e Ol-gtl3 que foram mapeados no cromossomo 12, préximos ao gene Lv, que também esta
localizado no cromossomo 12, e confere resisténcia dominante contra Leveillula taurica
(espécie causadora do oidio abaxial) (CHUNWONGSE et al., 1994; BAI et al., 2003; LI et al.,
2011) (Tabela 3). Além desses fatores de resisténcia, Nonomura et al. (2009), observaram que
os exsudatos de tricomas de S. pemnellii apresentam atividade antifungica contra E.

neolycopersici, inibindo completamente a germinagao dos conidios.
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Neste contexto, a presente dissertacdo teve como objetivo identificar e caracterizar
morfoldgica e molecularmente isolados de patdgenos indutores de oidio do tomateiro no Brasil
e avaliar a reagéo de acessos do género Solanum (secgéo Lycopersicon) a isolados classificados

como E. neolycopersici.
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Figura 3 — ReacOes de espécies de Solanum (Lycopersicon) resistentes ao fungo Erysiphe
neolycopersici. (A) Formacdo de papilas (indicada como P) em S. lycopersicum var.
cerasiforme, abaixo do apressorio de E. neolycopersici (Foto: BAI, 2004); (B) S. habrochaites
apresentando reacdo hipersensivel (HR) a infeccdo de E. neolycopersici (Foto: Stéfani dos
Santos Leite).
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Figura 4 — Mapa fisico com base na sequéncia do genoma do tomate Heinz SL2.40, dos
cromossomos 4, 6 e 12 do tomate. Linhas azuis = posi¢cdes dos marcadores e genes de
resisténcia ao oidio; Linhas e caixas vermelhas = regides QTL (SEIFI et al., 2013).



Tabela 1 — Principais espécies causadoras de oidio do tomateiro.
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- F . T - m Principai
Espécie 1° relato ase Conidioforos Conidios Miscélio l.JbO. Apressorios Gama (.je rincipais
sexuada germinativo Hospedeiras Sintomas
- Elipticos a cilindricos Clavado, . Lesoes
Golovinomyces Hialinos: eretos  sem cornos de ' emergindo do S. lycopersicum; pulverulentas
lycopersici Australia Néo relatada ’ em corp Banco, esparso meio e Forma de mamilo S. tuberosum, brancas subretudo
(95 % 180 um)  fibrosina, catenulados. . .
(Cooke & (14 x 45 um) extremidade S. melongena. na face adaxial das
Massee) L. Kiss H dos conidios folhas.
S. capsicoides,
Erysiphe Elipsoidal, sem Liso, S. jamaicense, Lesoes
neolycopersici - corpos de fibrosina emergindo do Lopados ¢ S. laciniatum pulverulentas
- Europa x Hialinos; curtos; . ' - . - multilobados, ' S
(L. Kiss) H.Y. - N&o relatada isolados raramente em  Hialino, fino meio e S. lycopersicoides; brancas subretudo
- Ocidental eretos. - - opostos ou MISORARG :
Hsiao & Y.M. pseudo-cadeias curtas. extremidade dispersos S. sysimbriifolium; na face adaxial das
Shen (30 x 15 pm) dos conidios P S. ptycanthum; folhas.
Physalis pubescens
Dois formatos: S. choperswt.Jm;
g S S. tuberosum; ~
piriformes (primarios) . Lesdes amarelas na
- . Lo S. melongena; .
Asia central e Leveillula Longos, elipsoides S Curto, I face adaxial e
. . > L - . Subepidérmico, - S. gilo; :
Leveillula taurica ocidental e na taurica; hialinos, alguns  (secundarios). emergindo das . . crescimento
. x . S . atacando o . Multilobados  N. tabacum;
(Lév.) Arn. regido do casmotécio  subdivididos em Produzidos - - extremidades . pulverulento branco
S R - mesofilo foliar o S. chacoense; .
Mediterraneo  (140-250 pm) trés ramos terminalmente dos conidios ou cinza na face

(40-80 pum x 12-16
pm).

Género Capsicum;
Género Allium;
Cicer arietinum

abaxial das lesdes
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Tabela 2 — Principais caracteristicas ecoldgicas, botanicas e reprodutivas das espécies de tomateiros selvagens ou silvestres (Solanum sect.
Lycopersicon). (GRANDILLO et al., 2011).

Espécies

Locais de ocorréncia natural

Habitat

Sistema reprodutivo Compatibilidade

Caracteristicas morfoldgicas
distintivas

S. lycopersicum
“cerasiforme”

S. cheesmaniae

S. galapagense

S. pimpinellifolium

S. chmielewskii

S. neorickii

S. arcanum

S. chilense

Distribuido em todo o mundo nos tropicos e Geralmente locais mésicos, muitas

sub-trépicos, talvez nativo da regido andina
(perto do nivel do mar - 2.400 m)

Endémica das llhas Galapagos
(nivel do mar — 1.500 m)

Endémico as Ilhas Galapagos
(nivel do mar — 650 m)

Terras baixas do Equador e costa do Peru
(Nivel do mar — 500 m)

Vales inter-andinos do centro e sul do Peru

(1.600 — 3.100 m)

Vales inter-andinos de Cusco ao centro do

Equador (1.500 — 2.500 m)

Norte do Peru, vales costeiros e inter-andinos,

bacia hidrografica média do rio Marafio
(500 — 3.000 m)

Sul do Peru, norte do Chile
(50 — 3.500 m)

vezes selvagens ou de ervas
daninhas

Encostas aridas e rochosas, prefere
locais sombreados e mais frios

Afloramentos e encostas aridos e
rochosos, as vezes perto da costa

Lugares aridos e arenosos, muitas
vezes perto de fontes de agua ou
nas bordas de campos agricolas

Encostas rochosas e bem Umidas,
bem drenadas

Encostas rochosas e bem Umidas,
bem drenadas

Encostas rochosas variadas, mas
geralmente secas

Muito arido e as vezes salina,
encostas rochosas

SC — Autégama

SC — Autégama

SC — Autégama

SC — Facultativo

SC — Facultativo

SC — Autégama

Principalmente Sl,
raramente SC —
facultativo

Sl

BC

BC

BC

BC

ul

ul

Ul EL

Ul, EL

Plantas semi-eretas em expansdo; frutas
vermelhas, 1.5-2.5 cm

Plantas semi-eretas para espalhadas,
flores muito pequeno, palido; fruta roxa,
amarelo esverdeado ou laranja, 0,5-1,5
cm

Plantas  eretas; folhas altamente
subdivididas; entrends curtos; flores
pequenas, palidas, frutas laranja (0,5-1
cm)

Plantas semi-eretas a extensas, flores
pequenas a grandes; fruta vermelha (0,5-
1lcm)

Planta espalhada ou arrastada; flores
pequenas, pélidas; fruta verde (1-1,5 cm)

Plantas espalhadas ou arrastadas; flores
mindsculas, pélidas; fruta verde;
sementes minudsculas

Plantas eretas a prostradas, ndmero
reduzido de foliolos; flores
principalmente tubos de antera retos e
inflorescéncias ndo divididas; fruta verde-
esbranquicada com faixa escura

Plantas  eretas; folhas finamente
pubescentes; anteras retas; composto de
inflorescéncias; peddnculos longos; fruta
verde-arroxeada



S. peruvianum

S. corneliomulleri

S. huaylasense

S. habrochaites

S. pennellii

Principalmente costa centro/sul do Peru e norte
do Chile (nivel do mar —2.500 m)

Andes Ocidentais do centro/sul do Peru
(1.000 - 3.000 m)

Limitado a Callejon de Huaylas e Rio Fortaleza,
Peru (1.000 — 2.900 m)

Noroeste e oeste do centro do Peru, oeste e sul
do Equador (40 — 3.300 m)

Vales costeiros de centro a sul Peru (nivel do
mar — 1.920 m)

Areas secas aridas, arenosas ou
rochosas, as vezes perto de campos
agricolas

Encostas rochosas ou arenosas

Encostas rochosas e lugares de
residuos

Declives variados, mas geralmente
mésicos ou margens de riachos

Lages muito aridas, arenosas ou
rochosas

Principalmente SI,

raramente SC — Ul, EL
facultativo
Sl Ul, EL
Sl Ul, EL
Principalmente Sl, Ul
alguns SC — facultativo
Principalmente Sl, Ul

alguns SC — facultativo
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Plantas rasteiras; anteras dobradas;
inflorescéncia simples; fruta verde-
arroxeada

Ereto a decumbente; folhas pubescentes
glandulares; fruta verde-arroxeada

Espalhando, anteras retas, composto de
inflorescéncia; fruta verde-arroxeado.

Arbustos ou trepadeiras em expansao;
densamente pubescente; flores grandes;
anteras retas; verde fruto com listra
escura, com pelos.

Arbusto espalhado; 2 folhas por simpdsio;
folhetos largos, redondos; folhagem
pegajosa; anteras poricidas; pedicelo
geralmente articulado na base.

SC= auto-compativel; SI = auto-incompativel; autdgama = autopolinizacdo; aldgama= cruzamento; facultativo = pode autopolinizar ou cruzar; BC = bilateralmente compativel (ou
seja, sem barreira em qualquer dire¢do); Ul = incompatibilidade unilateral (cruzamentos bem-sucedidos apenas quando o tomateiro cultivado é usado como progenitor feminino);
EL = letalidade do embrido (geralmente pode ser superada pela cultura do embrido).
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Tabela 3 — Descri¢cdo dos genes da série O/, do gene Lv e de regides contendo fatores do tipo QTL (Quantitative trait loci) que conferem resisténcia
aos oidios (Erysiphe neolycopersici ¢ Leveillula taurica) em espécies de tomateiro do género Solanum (Lycopersicon) (BAl et al., 2003, 2008; SEIFI
et al., 2013; VERMUE, 2018).

Gene/locus  Origem Localizacdo genémica Base genética  Mecanismo de defesa
Ol-1 S. habrochaites G1.1560 Brago longo/Cromossomo 6 Dominante HR

OlI-3 S. habrochaites G1.1290 Brago longo/ Cromossomo 6 Dominante HR

Ol-5 S. habrochaites P1247087 Brago longo/ Cromossomo 6 Dominante HR

ol-2 S. lycopersicum var. cerasiforme LA1230 Cromossomo 4 Recessivo Formacéo de papila

Ol-4 S. peruvianum LA2172 Braco curto/ Cromossomo 6 Dominante HR

Ol-6 Desconhecida Braco curto/ Cromossomo 6 Dominante HR

Lv S. chilense Cromossomo 12 Dominante Desconhecido

Ol-qtl1 S. neorickii G1.1601 Cromossomo 6 QTL HR e formacéo de papila
Ol-qtl2 S. neorickii G1.1602 Cromossomo 12 QTL HR e formacdo de papila
Ol-qtl3 S. neorickii G1.1603 Cromossomo 12 QTL HR e formacdo de papila
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RESUMO

O “oidio adaxial” (OA) é uma das principais doengas do tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
no Brasil. Esta doenca apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo atribuida a um complexo
envolvendo isolados de duas espécies da familia Erysiphaceae: Erysiphe neolycopersici (=
Oidium neolycopersici) e Golovinomyces lycopersici (= Oidium lycopersici). No entanto,
levantamentos extensivos dos agentes causais do OA do tomateiro e outras espécies de familia
Solanaceae ndo foram ainda conduzidos no Brasil. Nesse estudo, 74 isolados associados com o
OA foram coletados no tomateiro e em outras solanaceas em quatro macrorregifes geograficas
do Brasil. Estes isolados foram caracterizados morfologicamente e/ou molecularmente visando
determinar a etiologia da doenga e a gama de hospedeiras naturais e experimentais. Para
confirmar a identificacdo morfoldgica, um subgrupo de sete isolados foi também caracterizado
molecularmente atraves de sequenciamento de um segmento da regido rDNA ITS. Analises
morfoldgicas e filogenéticas confirmaram E. neolycopersici (haplotipo 1) como o principal
agente causal do OA no Brasil, ndo sendo detectado nenhum isolado de G. lycopersici. Novas
hospedeiras de E. neolycopersici incluiram, batata, S. commersonii, S. melongena, S.
aethiopicum var. gilo, Nicandra physalodes e S. acanthodes. Essas informacdes serédo Uteis para

0 estabelecimento de estratégias efetivas de manejo cultural e genético do OA no Brasil.

Palavras-chaves: Erysiphe neolycopersici; caracterizacdo; morfologia; filogenia; etiologia.
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ABSTRACT

The “adaxial powdery mildew” (APM) is a very important tomato (Solanum lycopersicum L.)
disease in Brazil. APM has a cosmopolitan distribution, being attributed worldwide to a
complex involving two Erysiphaceae species: Erysiphe neolycopersici (= Oidium
neolycopersici) and Golovinomyces lycopersici (= Oidium lycopersici). However, more
extensive surveys of the causal agents of the APM in tomato and other Solanaceae species have
not yet been conducted in Brazil. Here, 74 isolates associated with APM on tomato and other
Solanaceae species were collected across four geographic regions of Brazil. These isolates were
characterized in order to determine the etiology of the disease as well as the range of natural
and experimental hosts. To confirm the morphological identification, a subgroup of seven
isolates was also molecularly characterized by sequencing a segment of the rDNA ITS region.
Morphological and phylogenetic analyzes confirmed E. neolycopersici (haplotype 1) as the
main causal agent of the APM in Brazil, with no isolate of G. lycopersici being detected. Novel
hosts of E. neolycopersici included potato, S. commersonii, S. melongena, S. aethiopicum var.
gilo, Nicandra physalodes, and S. acanthodes. Our information will be useful towards the

establishment of effective cultural and genetic strategies of APM management.

Keywords: Erysiphe neolycopersici; characterization; morphology; phylogeny; etiology.
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INTRODUCAO

Os oidios sdo doengas causadas por fungos fitopatogénicos biotroficos (ordem
Erysiphales, familia Erysiphaceae) altamente evoluidos que estabelecem complexas interacoes
com os tecidos vivos das plantas hospedeiras (Stadnik 2001; Seifi et al. 2014). Esse grupo de
doengas esta amplamente distribuido, afetando =10.000 espécies de angiospermas, incluindo
uma ampla gama de plantas economicamente importantes dentro dos grupos dos cereais,
hortaligas, fruteiras e plantas ornamentais (Hsiao et al. 2022). Dezenove géneros englobando =
900 espécies de fungos causadores de oidios foram relatadas, porém estima-se que a diversidade
destes patdgenos seja ainda mais ampla (Takamatsu 2018; Kusch et al. 2023).

No tomateiro (Solanum lycopersicum L.), as doencas do tipo oidio sdo muito
importantes especialmente em cultivos protegidos e em condi¢fes de campo aberto durante o
periodo seco bem como em areas com irrigacdo via gotejamento (Café-Filho et al. 2001).
Doencas do tipo oidio no tomateiro também séo favorecidas por plantios adensados, baixa
incidéncia luminosa, umidade relativa do ar acima de 50% e temperatura na faixa de 20-27 °C
(Jones et al. 2001; Kiss et al. 2001). O “oidio abaxial” do tomateiro tem sido reportado como
sendo induzido por isolados do fungo Leveillula taurica (Lev.) Arnaud e suas sinonimias
anamorficas (= Oidiopsis sicula = O. haplophylli = O. taurica). Leveillula taurica se tornou um
problema na producdo de tomate e de pimentdo (Capsicum annuum L.) em muitas partes do
mundo, sendo relatado inicialmente na Europa e posteriormente na Africa, América do Norte,
Asia (Seifi et al. 2014) e Brasil (Kurozawa & Ueno 1987; Boiteux et al. 1994; Liberato et al.
1998; Café-Filho et al. 2001).

No entanto, a partir do final da década de 1980 e inicio da década de 1990, novas
doencas do tipo oidio eclodiram, inicialmente na Europa, afetando tomateiros cultivados tanto
em telados quanto em campo aberto (Neshev 1993; Kiss 1996; Whipps et al. 1998; Mieslerova

& Lebeda 1999; Kiss et al. 2001; Jankovics et al. 2008). Os agentes causais destes oidios
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emergentes se caracterizavam por infectar predominantemente a lamina foliar adaxial, sendo
ainda facilmente distinguidos de L. taurica devido a presenga de conidiogéneses do tipo Oidium
(Whipps et al. 1998; Mieslerova & Lebeda 1999; Kiss et al. 2001). Anlises de amostras do
“oidio adaxial” do tomateiro de diferentes partes do mundo indicaram que essa doenca
englobava isolados de dois fungos com tipos distintos de conidiogénese, sendo alguns com
conidios produzidos isoladamente (tipo Pseudoidium) e outros produzindo esporos catenulados
do tipo Euoidium (Kiss et al. 2001).

A natureza da conidiogénese € uma das caracteristicas de maior estabilidade entre
espécies da familia Erysiphaceae (Kiss et al. 2001). Desta forma, estes distintos aspectos
morfoldgicos dos agentes causais do “oidio adaxial” indicaram a presenca de um potencial
complexo patogénico envolvendo pelo menos duas espécies de Erysiphaceae. De fato, analises
filogenéticas subsequentes utilizando informac&o de sequencias derivadas da regido rDNA ITS
(nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer) permitiram a identificacdo de um
complexo de dois agentes causais causando o “oidio adaxial” do tomateiro a nivel mundial:
Erysiphe neolycopersici (= Oidium neolycopersici) e Golovinomyces lycopersici (= Oidium
lycopersici) (Jones et al. 2001; Kiss et al. 2001; Seifi et al. 2013; Kiss et al. 2020; Bradshaw et
al. 2022a). Esses dois grupos de fungos foram relatados ocorrendo simultaneamente em
algumas regides geogréaficas (Jones et al. 2001; Kiss et al. 2001).

A espécie G. lycopersici foi reportada, até o presente momento, apenas na Australia e
nos Estados Unidos (Kiss et al. 2001; Salvucci et al. 2016; Kiss et al. 2020). Por sua vez, a
espécie E. neolycopersici apresenta uma distribuicdo mais cosmopolita e um circulo de
hospedeiras mais amplo, sendo detectada inicialmente em tomateiros na Bulgaria (Neshev
1993); Hungria (Kiss 1996); Reino Unido (Whipps et al. 1998) e em varios outros paises da
Europa continental (Mieslerova et al. 1999; Lebeda & Mieslerova 1999; Kiss et al. 2001;

Jankovics et al. 2008). A espécie E. neolycopersici foi posteriormente detectada em paises de
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outros continentes incluindo: Estados Unidos (Marois et al. 2001); Japdo (Kashimoto et al.
2003); Canada (Kiss et al. 2005); China (Li et al. 2008); Turquia (Yolageldi et al. 2008);
Croécia (lvic et al. 2009); Indonésia (Hidayat et al. 2014); Ird (Davari et al. 2015) e Africa do
Sul (Lebeda et al. 2015).

Embora os hospedeiros primarios de E. neolycopersici sejam o tomateiro e espécies
silvestres relacionadas do género Solanum (sect. Lycopersicon), varios estudos envolvendo a
avaliacdo de mdltiplas espécies da familia Solanaceae tém demonstrado que isolados desse
fungo podem infectar naturalmente e/ou artificialmente diferentes acessos dos géneros
Solanum, Datura, Nicotiana, Physalis, Petunia e Schizanthus (Lamondia et al. 1999; Utkhede
et al. 2001; Mieslerova et al. 2005; Lebeda et al. 2016). Além disso, foram identificadas
multiplas espécies de Solanum como hospedeiras experimentais altamente suscetiveis
incluindo: S. capsicoides, S. jamaicense, S. laciniatum, S. lycopersicoides, S. sysimbriifolium
(Lebeda & Mieslerova 1999; Lebeda et al. 2016) e S. ptycanthum (Lamondia et al. 1999).
Acessos de Physalis pubescens na China (Fu et al. 2015); Physalis ixocarpa € S. nigrum
também Sse mostraram suscetiveis a E. neolycopersici (erroneamente classificado como E.
orontii) do Canadd (Utkhede et al. 2001). Por outro lado, acessos imunes, resistentes e
moderadamente resistentes também tém sido detectados em solanaceas dos géneros Capsicum,
Ancistus, Atropa, Browalia e Hyoscyamus (Whipps et al. 1998; Utkhede et al. 2001; Kashimoto
et al. 2003a; Kashimoto et al. 2003b) bem como em um subgrupo de espécies de Solanum
(Lebeda et al. 2016) e espécies silvestres de Solanum (Lycopersicon) relacionadas como o
tomateiro (Seifi et al. 2014).

Além disso, diversos registros tém confirmado que E. neolycopersici apresenta
compatibilidade experimental (Whipps et al. 1998; Lebeda & Mieslerova 1999; Lebeda et al.
2016) e natural com hospedeiras de familias botanicas ndo relacionadas com as solanaceas

incluindo: Arabidopsis thalliana e Sedum alboroseum (Jankovics et al. 2008); Codiaeum
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variegatum var. pictum (Liu et al. 2015); Carica papaya (Mukhtar & Van Peer, 2018); Moringa
olerifera (Liu et al. 2019); Senna bicapsularis (Mukhtar et al. 2019) e espécies de Eucalyptus
(Zhu et al. 2023).

Nas condigdes brasileiras, o “oidio adaxial” do tomateiro tem sido provisoriamente
atribuido a isolados de E. neolycopersici (Reis & Lopes 2009; Balbi-Pefia et al. 2012). No
entanto, estes trabalhos carecem de uma adequada caracterizacdo do patdgeno. Além disso,
ainda ndo existem registros formais da ocorréncia de G. lycopersici (= O. lycopersici) no Brasil.
De fato, existe uma enorme lacuna de informagao sobre os agentes causais do “oidio adaxial”
do tomateiro e sua distribuicdo geografica devido a auséncia de levantamentos extensivos
conduzidos no Brasil. Da mesma forma, pouco se conhece sobre a gama de hospedeiras dos
isolados brasileiros deste grupo de patdgenos. Neste contexto, 0s objetivos do presente trabalho
foram: (1) caracterizar morfologica e molecularmente isolados de fungos associados com o
“oidio adaxial” do tomateiro no Brasil ¢ (2) determinar a gama de hospedeiras naturais e

experimentais destes isolados dentro de especies da familia Solanaceae.

MATERIAL & METODOS

Local — Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratorios de Melhoramento Genético, Analise
Gendmica e Fitopatologia bem como na estrutura de casas de vegetacdo da Embrapa Hortalicas,
localizada na zona rural da Ponte Alta, Cidade Satélite do Gama em Brasilia-DF, a 15°56°00”
latitude sul, 48°08°00 longitude oeste e altitude 997,6 metros. As preparagdes microscopicas
e imagens sob lupa estereoscopica foram feitas no Laboratdrio de Micologia da Universidade

de Brasilia — UnB.

Levantamento da ocorréncia, conservacdo dos isolados e expressdo dos sintomas em
cultivares de tomateiro suscetiveis — As amostras de plantas, com sintomas de “oidio adaxial”

(Figura 1) foram coletados em levantamentos conduzidos em cultivos comerciais (em campo
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aberto e em telados) e partir de plantas de tomateiro (S. lycopersicum L.), jil6 (S. aethiopicum
var. gilo L.), batata (S. tuberosum L.), batata silvestre (S. commersonii L.) e jo4 de capote
(Nicandra physalodes L.) em quatro macrorregides do Brasil (Tabela 1). O inoculo de um
subgrupo de isolados foi transferido e mantido em duas cultivares de S. lycopersicum
suscetiveis ao oidio: ‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’ (Giordano et al. 2000). Plantas foram inoculadas
manualmente utilizando-se o método “leaf-to-leaf” que consiste em tocar uma folha contendo
coldnias esporulantes em uma sadia (Reifschneider & Boiteux 1988), bem como agitando
ramos infectados sobre as plantas sadias, a fim que os esporos caissem sobre as folhas de plantas
em teste (Fletcher et al. 1988). Essas plantas serviram como fonte de inéculo para 0s ensaios

subsequentes (Figura 2).

Caracterizacdo morfologica dos isolados causadores de oidio adaxial — Para determinar as
caracteristicas morfoldgicas dos isolados fungicos, colonias intimamente associadas as lesdes
foram examinadas e fotografados em estereomicroscépio Leica (M205C) com camera acoplada
(Leica DFC 295). Em seguida, com o auxilio de agulha histolédgica e fita adesiva transparente,
foram feitas preparacGes microscopicas coletando as estruturas e acondicionando em agua sobre
lamina/laminula que foram imediatamente visualizadas e fotografadas em microscopio de luz
Leica 2500 acoplado com camera digital (Leica DFC 490). Determinou-se as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: formato dos apressorios das hifas, dimensdes e formato dos
conidios e conidioforos. As estruturas observadas foram comparadas com a disponivel na
literatura especializada (Jones et al. 2000; Kiss et al. 2001; Kashimoto et al. 2003; Hsiao et al.
2022). Para cada caracteristica, 10 a 30 medicdes foram obtidas e os resultados foram relatados

como média + SD (desvio padréo).

Caracterizacdo molecular via andlise de sequéncia da regido rDNA ITS (nuclear
ribosomal DNA internal transcribed spacer) — O DNA dos isolados dos fungos associados

com o “oidio abaxial” foi extraido de um subgrupo de sete isolados (resultante de coletas mais
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recentes) identificados pelos codigos iniciando por ‘OD’ (Tabelas 1 & 2), empregando a
metodologia proposta por Boiteux et al. (1999) com modificacbes. Em micro tubos (2 mL)
esterilizados contendo seis esferas de zirconio (Bertin Technologies, France), foi adicionado
750 uL de tampao de extragdo CTAB [500 mM Tris pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2% (w/v) CTAB,
0.2% sulfito de sddio, 20 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)]. Uma porcao de
estruturas do patogeno foi “raspada” diretamente do tecido foliar e transferido para os tubos.
Em seguida as amostras foram homogeneizadas no aparelho Precellys® (Precellys® 24 Control
Device, Bertin Technologies, France) a 5000 rpm em dois ciclos de 30 segundos. As amostras
foram levadas ao banho-maria (65 °C) por 10 minutos e em seguida deixadas em resfriamento
(a temperatura ambiente) por 3 minutos. Apos esse periodo foi adicionado 750 pL de clorofil
[24 cloroformio: 1 alcool isoamilico (v/v)], sendo a solu¢do homogeneizada vigorosamente em
agitador (vortex) por 30 segundos. As amostras foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente foi coletada 600 uL do sobrenadante e este foi transferido para micro tubos (2
mL) e adicionado 300 pL de isopropanol gelado. As amostras foram homogeneizadas
lentamente com a médo e novamente levadas para centrifuga a 12.000 rpm por 13 minutos. Por
fim, foi descartado o sobrenadante e o pellet foi cuidadosamente lavado com etanol a 70%. Em
seguida as amostras foram mantidas em estufa a 37 °C por 15 minutos para secagem do DNA.
Para a ressuspensao do DNA, 50 uL de tampao TE (Tris 10mM, EDTA, 1mM) foi adicionado
as amostras, sendo posteriormente mantidas a 4 °C por duas horas e depois armazenadas em

freezer (-12 °C).

Na reacdo de PCR foi usado o par de primers PM ITS 1 (5°-TCG GAC TGG CCY AGG GAG
A-3) e PM ITS 2 (5-TCA CTC GCC GTT ACT GAG GT-3’) que sdo especificos para
amplificar a regido gendmica rDNA ITS em isolados de patdgenos da ordem Erysiphales (Kiss
et al. 2001, Takamatsu & Kano 2001; Cunnington et al. 2003; Takamatsu 2018). Antes da

realizacdo dos ensaios de PCR, a qualidade e concentracdo do DNA extraido foi estimada em
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gel de agarose 1,5% em tampdo TAE (TRIS-Acetato-EDTA). Os géis foram corados com
UniSafe® Dye Nucleic Acid Stain Solution (20.000X) e observadas em fotodocumentador
BioRad® Gel Doc XR. Os ensaios de PCR foram realizados em um volume total de 25 pL,
contendo 30 ng de DNA, tampé&o 1X, MgCl> 2 mM, 1 uM de cada dNTP, 12 uM de cada primer,
0,25U de Taq polimerase recombinante (Invitrogen) em &gua milliQ. As condicdes de
amplificacdo da regido rDNA ITS, incluiram um ciclo inicial de desnaturacéo a 94 °C por 5
minutos; seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 45 segundos,
extensdo a 72 °C por 2 minutos, extensao final a 72 °C por 7 minutos. O tamanho dos amplicons
foi estimado por analise em gel de agarose a 1,5%. Os amplicons foram purificados de acordo
com o protocolo do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega) e sequenciados
pelo método de Sanger em ambas as direcdes em um sequenciador ABI 3100 da Embrapa

Hortalicas e no Instituto Ludwig (Alvorada—RS).

Alinhamento e andlise de sequéncias da regido rDNA ITS dos isolados de agentes causais
de oidio adaxial — Sete isolados com alta qualidade de sequéncia (isto é, nucleotideos bem
definidos e qualidade acima de 50), de acordo com o software Seqgman (Lasergene®, Madison,
WI1), foram selecionados para analises moleculares. O contig de cada isolado foi construido
combinando as sequéncias obtidas com os primers PMITS 1 e PMITS 2 empregando o software
SeqMan (Lasergene®, Madison, WI). Sequéncias da regido rDNA ITS (utilizadas para
comparacdo com os isolados caracterizados no presente trabalho) foram obtidas a partir dos
isolados de dois agentes causais de “oidio adaxial” do tomateiro no mundo (Tabela 2), — E.
neolycopersici (= O. neolycopersici) e G. lycopersici (= O. lycopersici) — disponiveis no

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Analise filogenética — As sequéncias dos isolados fungicos utilizados no presente trabalho
(Tabela 2) foram alinhadas com o programa Megalign Pro (Lasergene®, Madison, WI) usando

o0 algoritmo ClustalW. As analises filogenéticas foram realizadas por M&xima Verossimilhanca
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(ML) e Inferéncia Bayesiana (BI). As andlises foram realizadas usando as ferramentas
RAXML-HCP2 v.7.0.4 (RAXML-BS; Stamatakis 2014) e MrBayes v 3.2.1 (BI-PP; Ronquist
et al. 2012), implementadas no portal CIPRES cluster

(https://www.phylo.org/portal2/home.action). Clados foram considerados com bom suporte

quando RAXML-BS foi > 60, SH-aLRT > 80 e BI-PP > 0.95 (Bootstrap). Para Maxima
Verossimilhanga (ML), os parametros utilizados foram: 1000 pseudoreplicatas (—m
GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 12,345), modelo GTR GAMMA (Guindon et al.
2010) foi acessado utilizando 1Q-TREE v. 2.1.2 (Nguyen et al. 2015) e 0 modelo de substituigcdo
evolutiva foi estimado pelo programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017). Para
Inferéncia Bayesiana (Bl), o melhor modelo evolutivo de substituigdo foi estimado pelo
“Akaike Information Criteria” (AIC) pelo programa MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). Quatro
cadeias “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) foram conduzidas para 5 x 10’ geragdes, com
amostragens a cada 1.000 geracfes. A convergéncia de todos os parametros foi verificada
usando o Tracer versdo 1.5 (Rambaut & Drummond 2010) e as primeiras 25% das geracoes
foram descartadas como burn-in. Para visualizacdo das arvores foi utilizado o programa
FigTree versdo 1.4.3 (Rambaut 2012), que foram editadas no software Adobe Illustrator CS6

(Adobe Systems, EUA).

Definicdo de uma rede de hapl6tipos usando informacéo de sequéncia da regido rDNA
ITS de isolados brasileiros e mundiais de E. neolycopersici — O nimero de haplotipos
referentes a mutacdes observadas na sequéncia da regido rDNA ITS compreendida entre 0s
primers PMITS 1 e PMITS 2 também foram determinadas entre os diferentes isolados
brasileiros de E. neolycopersici bem como com isolados de diferentes partes do mundo. Para
tal, foi empregado o software DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009). Uma rede de haplétipos foi
reconstruida com PopART (Leigh & Bryant 2015) usando o algoritmo TCS (Clement et al.

2000; Clement et al. 2002) com excluséo de lacunas.
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Gama de hospedeiras experimentais da familia Solanaceae — Dois isolados classificados
como E. neolycopersici (OD-46 e OD-47) foram mantidos nas cultivares de tomateiro
suscetiveis ‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’ em casas de vegetacdo isoladas para posterior utilizacéo
como fonte de indculo. Para estes bioensaios foram selecionadas as seguintes espécies/acessos:
Datura stramonium; joa de capote (Nicandra physaloides); jurubeba-de-conserva (S. scuticum
Nee) acessos ‘CNPH 0419’ e ‘CNPH 0068’; jurubebao (S. acanthodes Hook) acesso ‘CNPH
0151’; cajucara ou jurubeba do Norte (S. subinerme Jacq) acesso ‘CNPH 0127’; fumo
(Nicotiana tabacum cv. TNN) e berinjela branca (S. melongena) acesso ‘CNPH 0443’. Plantas
selecionadas para avaliacdo foram semeadas em bandejas de isopor, preenchidas com substrato
esterilizado. Aos 30 dias apds semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos de 5L
contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz carbonizada esterilizada.
Os experimentos foram conduzidos duas vezes com seis plantas por tratamento (trés vasos com
duas plantas por vaso de 5L). Plantas ndo inoculadas de cada espécie e acesso serviram como
controle negativos. As cultivares e acessos testados no experimento foram transplantadas e
inoculadas via ‘leaf-to-leaf” (Reifschneider & Boiteux 1988). Os sintomas de oidio foram

avaliados 15 dias ap6s a inoculagdo (Whipps et al. 1998).

RESULTADOS & DISCUSSAO

Sintomas — A expressao de sintomas caracteristicos do “oidio adaxial” (Kashimoto et al. 2003a)
se manifestou, em média, sete (7) dias apos a inoculacdo do fungo nos tomateiros suscetiveis
‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’. Foi observado que a doenga se manifestou a partir das folhas mais
velhas das plantas (Figura 3A), apresentando 0s sintomas sinais conspicuos, tais como:
colénias pulverulentas brancas principalmente na face adaxial das folhas, com formato
inicialmente circulares (Figura 3B) que posteriormente coalesciam, podendo recobrir todo o
tecido foliar (Figura 3C). Eventual colonizacdo e esporulacdo na face abaxial também foi

observada (Figura 3D e 3E). Sinais de colonizacdo do fungo foram também vizualizados em
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hastes, caules, peciolos e calices (Figura 3F). Os frutos, contudo, permaneceram livres de
lesbes mesmo em cultivares de tomateiro altamente suscetiveis (Figura 3G). Todos 0s sintomas
analisados nos ensaios de inoculacdo de cultivares suscetiveis de tomateiro corresponderam aos
previamente observados em isolados europeus de E. neolycopersici (Jones et al. 2001; Kiss et

al. 2001).

Caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos agentes causais do oidio adaxial do
tomateiro — Em todos 0s ensaios, apenas estruturas correspondentes ao ciclo assexual do
patdégeno foram observadas, sem detec¢do de estruturas da fase sexuada. Na fase assexual, 0s
conidiéforos se mostraram eretos, ndo ramificados, com tamanho medio de aproximadamente
57 um x 10 um (Figura 4A e 4B). Conidios predominantemente isolados, ou, muito raramente,
formando pseudo-cadeias curtas de 2-5 conidios. Esporos se mostraram de formato
principalmente elipsoide-ovoide, com dimensdes médias de 35 um x 16 um (Figura 4C). O
tubo germinativo de superficie lisa, emergindo do corpo do conidio (Figura 4D). Os apressorios
secundarios sdo lobulados e se desenvolvem a partir das hifas que se ramificam sobre a
superficie dos tecidos (Figura 4E). As caracteristicas observadas corresponderam as
previamente descritas para E. neolycopersici, nenhuma caracteristica morfoldgica

correspondeu G. lycopersici (Jones et al. 2001, Kiss et al. 2001; Kiss et al. 2005).

Caracterizacdo molecular via sequenciamento da regido rDNA ITS e analise filogenética
— O fragmento de DNA correspondente a regido rDNA ITS foi amplificado por PCR para os 16
isolados de agentes causais do oidio adaxial do tomateiro (Tabela 1). Desses, 14 foram obtidos
de tomateiro, um de berinjela e um de S. acanthodes. Os primers utilizados geraram amplicons
de = 750 bp. Hirata & Takamatsu (1996) a partir de varios espécimes de oidio, analisaram a
regidao rDNA ITS e observaram mais de 99% de similaridade dentro de isolados de uma mesma
espécie, sendo esta regido de extrema importancia na identificacdo de fungos em nivel de

espécie. De fato, a regido delimitada pelos primers PM ITS1 e PM ITS2 tem sido amplamente



319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

50

empregada como barcoding primario em estudos filogenéticos envolvendo agentes causais de

oidio (Bradshaw et al. 2022b).

Como mencionado, sete isolados foram selecionados para analise via sequenciamento. Com
base na analise com o algoritmo BLASTN, esses sete isolados apresentaram identidades para a
regido rDNA ITS com valores variando entre 99,6 e 100% entre si bem como com inimeros
isolados de E. neolycopersici disponiveis no GenBank. Isolados produziram amplicons com
elevada identidade de sequéncia com um subgrupo de isolados denominados na base de dados
do GenBank como E. begoniae e Pseudoidium hortensiae (99,6 a 100%). No entanto, a analise
filogenética indicou que esses isolados representam, na verdade, membros do complexo
Erysiphe aquilegiae, que é o mais estreitamente relacionado com E. neolypersici (Figura 5).
Esse resultado reforca a importancia dos metodos moleculares de diagnose em relacdo aos
métodos tradicionais de identificacdo, ainda mais que os agentes causais dos oidios, com raras
excecOes, ndo sdo facilmente distinguiveis em condicGes de campo. Desta forma, sistemas de
diagnose baseados exclusivamente em aspectos sintomatoldgicos podem levar a erros de
identificacdo (Cunnington et al. 2003). Nenhum isolado de G. lycopersici (= O. lycopersici) foi

detectado no presente levantamento.

Distribuicido geografica do “oidio adaxial” do tomateiro no Brasil — Apenas isolados de E.
neolycopersici foram detectados em condi¢fes naturais em nossos levantamentos conduzidos
em diferentes regides produtoras do Brasil. Ao todo, dos 74 isolados obtidos de E.
neolycopersici, 64 foram coletados em folhas de tomateiro. Os isolados do tomateiro foram
provenientes de diferentes areas de cultivo das regies, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul
do Brasil, sendo a regido Norte a Unica onde ndo foram coletados isolados do patégeno (Tabela

1).
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Novas hospedeiras naturais de E. neolycopersici — Além do tomateiro, foram detectados
isolados de E. neolycopersici infectando naturalmente plantas de batata (3 isolados), jild (S.
aethiopicum var. gilo) (2), joa de capote (N. physalodes) (2) uma da espécie de batata silvestre
(S. commersonii) (1), berinjela (1) e S. acanthodes (1 isolado). Excetuando o tomateiro, todas
as demais representam os primeiros relatos formais dessas espécies vegetais como hospedeiras
naturais de E. neolycopersici nas condic@es brasileiras. A nivel mundial, representa o primeiro
relato das solanaceas S. aethiopicum var. gilo, S. commersonii e N. physalodes como
hospedeiras naturais desse patégeno. Embora os principais hospedeiros de E. neolycopersici
sejam o tomateiro e espécies silvestres relacionadas do género Solanum (sect. Lycopersicon),
varios registros tém confirmado que isolados desse fungo podem apresentar compatibilidade
natural com outras hospedeiras incluindo: Datura stramonium e Petunia hybrida (Mieslerova
et al. 2005); Arabidopsis thalliana e Sedum alboroseum (Jankovics et al. 2008); Physalis
pubescens (Fu et al. 2015); Codiaeum variegatum var. pictum (Liu et al. 2015); Carica papaya
(Mukhtar & Van Peer, 2018); Moringa olerifera (Liu et al. 2019); Senna bicapsularis (Mukhtar

et al. 2019) e Eucalyptus (Zhu et al. 2023).

Identificacdo de hospedeiras experimentais e de espécies ndo hospedeiras dos isolados
brasileiros do oidio abaxial do tomateiro — Em inocula¢des controladas (‘leaf-to-leaf”)
empregando um isolado de E. neolycopersici, apenas S. acanthodes ‘CNPH 151’ apresentou
sintomas. No entanto, esse acesso quando exposto a inoculacdo espontanea, permaneceu com
sintomas suaves da doenca (Figura 6), sugerindo que esta hospedeira pode ter em seu genoma
fatores de resisténcia do tipo horizontal ou redutora de taxa de progresso da doenca (Robinson
1976). Esse e o primeiro relato mundial de S. acanthodes como hospedeira de E. neolycopersici.
O isolado néo foi patogénico as demais espécies, incluindo N. physaloides; S. scuticum (‘CNPH
0419’ e ‘CNPH 0068°); S. subinerme ‘CNPH 0127’; N. tabacum ‘TNN’ e S. melongena ‘CNPH

0443’. Na avaliagdo aos 15 dias apds a segunda inoculagdo, nenhuma dessas espécies
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apresentaram sintomas de oidio. Excetuando S. melongena ‘CNPH 0443’, esses resultados se
mostraram em desacordo com bioensaios prévios em que todas estas espécies de plantas se
mostraram suscetiveis a isolados desse fungo (Reis et al. 2004, Mieslerova et al. 2005, Reis et

al. 2005).

Estudos sobre a gama de plantas hospedeiras experimentais de isolados de E. neolycopersici
envolvendo espécies de Solanaceae tém demonstrado que isolados desse fungo podem infectar
acessos de 20 géneros incluindo Solanum, Datura, Nicotiana, Petunia e Schizanthus (Lamondia
et al. 1999, Lebeda et al. 2016). Das espécies e acessos inoculados artificialmente apenas o
jurubebdo (S. acanthodes) acesso ‘CNPH 0151’ se mostrou compativel. Acessos de D.
stramonium; N. physaloides; S. scuticum, S. subinerme, N. tabacum e S. melongena
apresentaram resposta de incompatibilidade, podendo representar ou uma reacdo do tipo
imunidade ou uma resposta do tipo resisténcia de ndo-hospedeira (Lee et al. 2017). Os isolados
de E. neolycopersici empregados no ensaio de circulo de hospedeiras ndo infectaram D.
stramonium e N. physaloides (que foi identificada como hospedeira natural desse fungo em
nossos levantamentos de campo). De fato, respostas diferenciadas para E. neolycopersici foram
observadas em varios ensaios com espécies de Solanaceae. Em batata (S. tuberosum), um grupo
de cultivares se mostrou altamente suscetivel (Fletcher et al. 1988, Whipps et al. 1998,
Lamondia et al. 1999) enquanto cultivares como ‘Pontiac’, ‘Yukon Gold’, ‘Binjte’ ¢ ‘Epicure’
ndo foram infectadas ou apresentaram sintomas suaves (Lamondia et al. 1999, Utkhede et al.
2001). Diversos fatores podem estar envolvidos nesta divergéncia de resultados, desde fatores
ambientais, variacdo em populacdes naturais dessas espécies, bem como variacdo no perfil de

viruléncia desse fitopatogeno.

Inoculaces artificiais (em condic¢des de telado) também resultaram em ndo infec¢do do acesso
de berinjela branca (S. melongena) ‘CNPH 0443°. Da mesma forma, resposta similar foi

observada em acessos de S. melongena apds a inoculagdo com isolados europeus, norte-
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americanos e canadenses de E. neolycopersici. Algumas cultivares (ex. ‘Black Pride’ e ‘Early
Long Purple’) se mostraram altamente suscetiveis (Fletcher et al. 1988, Whipps et al. 1998,
Lamondia et al. 1999) enquanto outras cultivares se mostraram imunes, indicando a potencial
presenca de genes de resisténcia nessa hospedeira. Acessos resistentes e/ou moderadamente
resistentes tém sido detectados em solandceas dos géneros Ancistus, Atropa, Browalia e
Hyoscyamus (Whipps et al. 1998, Utkhede et al. 2001) e em um subgrupo de espécies de
Solanum (Lebeda et al. 2016). E importante destacar que acessos resistentes e moderadamente
resistentes tém sido detectados na maioria das espécies de Capsicum (Kashimoto et al. 2003a;
Kashimoto et al. 2003b, Lebeda et al. 2016). Nenhum isolado de E. neolycopersici foi
recuperado em espécies de Capsicum. De fato, em condi¢Ges de campo, apenas L. taurica

encontrada causando oidio em Capsicum (ver Capitulo 1V).

Em experimentos com isolados europeus de E. neolycopersici foi observado o desenvolvimento
de sintomas de oidio e esporulacdo em plantas representantes da familia Cucurbitaceae,
incluindo Cucumis melo, C. sativus e espécies do género Cucurbita (Whipps et al. 1998, Lebeda
& Mieslerova, 1999, Lebeda et al. 2016). No entanto, esta observacao nao foi confirmada em
trabalhos conduzidos no Japéo, indicando a potencial variabilidade no perfil de viruléncia de
isolados de E. neolycopersici (Kashimoto et al. 2003a, Kashimoto et al. 2003b). Desta forma,
a presenca de isolados brasileiros com distintos perfis de viruléncia pode também explicar

resultados inconsistentes em termos de gama de plantas hospedeiras.

Foram também identificadas outras espécies do género Solanum como hospedeiras
experimentais com alto nivel de suscetibilidade para isolados europeus e norte-americanos de
E. neolycopersici, incluindo espécies do complexo Solanum subgénero Leptostemonum (=
grupo das solanaceas providas de espinhos ou das jurubebas), incluindo S. capsicoides, S.
jamaicense, S. laciniatum, S. lycopersicoides, S. sysimbriifolium (Lebeda & Mieslerova 1999,

Lebeda et al. 2016) e S. ptycanthum (Lamondia et al. 1999). Solanum nigrum e Physalis



417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

54

ixocarpa (tomatillo) também se mostraram suscetiveis a um isolado de E. neolycopersici
(erroneamente classificado como E. orontii) do Canada (Utkhede et al. 2001). No presente
trabalho, duas espécies relacionadas ao complexo de Solanum subgénero Leptostemonum se
mostraram como hospedeiras naturais e/ou experimentais: S. acanthodes e S. aethiopicum var.

gilo.

Nenhum acesso fora da familia Solanaceae foi avaliado para reagdo ao E. neolycopersici no
presente trabalho. No entanto, varios acessos suscetiveis a isolados europeus desse fungo
também foram detectados em familias boténicas filogeneticamente distantes da Solanaceae,
incluindo membros das familias Apocynaceae, Asteraceae, Campanulaceae, Crassulaceae,
Cistaceae, Dipsacaceae, Linaceae, Malvaceae, Papaveraceae, Pedaliaceae, Scrophulariaceae,
Valerianaceae e Violaceae (Whipps et al. 1998). Por outro lado, nenhum acesso suscetivel ao
E. neolycopersici foi detectado nas familias Brassicaceae, Asteraceae, Fabaceae e Poaceae
(Whipps et al. 1998). Nenhum acesso foi infectado em Poaceae (milho), Rosaceae (morango e
framboesa), Polygonaceae, Asteraceae (Chrysanthemum spp.; Gazania splendens ¢ Zinnia
elegans) Balsaminaceae (Impatiens balsamina); Boraginaceae; Ranunculaceae (Dephinium
sp.); Fabaceae (Phaseolus vulgaris cv. Pinto) e Ipomoea purpurea (Utkhede et al. 2001). Estas
informacdes sobre plantas ndo hospedeiras ou resistentes servem como guias para a selecdo de

sistemas de rotacdo eficientes visando reduzir a pressdo de inoculo de E. neolycopersici.

Rede de haplotipos para a regidao rDNA ITS de isolados brasileiros e mundiais de E.
neolycopersici — Um total de oito (8) haplotipos foram identificados nas sequencias da regido
rDNA ITS entre diferentes isolados brasileiros de E. neolycopersici bem como com isolados de
diferentes partes do mundo (Figura 7). O haplétipo 1 foi a variante predominante no Brasil e
no mundo. Foi também detectado nesta pequena amostra de isolados brasileiros, um segundo
haplotipo (denominado de haplétipo 2) que se mostrou exclusivo do Brasil (Figura 7). Franca,

Estados Unidos e Japao apresentaram uma diversidade mais ampla de haplétipos. De qualquer
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forma, ndo é possivel identificar as potenciais rotas de invasdo e/ou origem geogréfica dos
isolados de E. neolycopersici no Brasil com base na informacéo disponivel para os hapldtipos

da regido rDNA ITS.

Em resumo, tanto as andlises morfoldgicas quanto as andlises filogenéticas confirmaram E.
neolycopersici (hapl6tipo 1) como o principal agente causal do “oidio adaxial” no Brasil, ndo
sendo detectado nenhum isolado de G. lycopersici. Novas hospedeiras de E. neolycopersici
incluiram, batata, S. commersonii, S. melongena, S. aethiopicum var. gilo, Nicandra physalodes
e S. acanthodes. Essas informac@es serdo Uteis para o estabelecimento de estratégias efetivas

de manejo cultural e genético do OA no Brasil.
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Tabela 1 — Isolados de oidio adaxial do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e outras espécies de Solanaceae
utilizados no presente estudo, cddigo do isolado, identificacdo da espécie, planta hospedeira original, regido,
cidade/estado e ano de coleta. O campo em verde na tabela engloba os isolados que foram caracterizados via
morfologia e analise molecular via sequenciamento da regido rDNA ITS (nuclear ribosomal DNA internal
transcribed spacer) delimitada pelos primers PMITS 1 e PMITS 2, que foram desenhados para anelar
especificamente nessa regido gendmica de membros da ordem Erysiphales.

Cii_ %'Igggo Agente causal Hgi?;iiglra Coleta* Cidade/Estado Ano coleta
AR-001  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Itaberai-GO 2004
AR-002  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Vargem Bonita-DF 2005
AR-003  Erysiphe neolycopersici Tomateiro NE Mucugé-BA 2005
AR-004  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2005
AR-005  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Nova Lima—MG 2005
AR-012  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2005
AR-013  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2005
AR-014  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2005
AR-006  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2006
AR-007  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2006
AR-008  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Maringa—PR 2006
AR-009  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Sumaré-SP 2006
AR-010  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Vicosa/MG 2006
OBa-01  Erysiphe neolycopersici Batata CO Gama-DF 2006
OBa-02  Erysiphe neolycopersici . commersonii CO Gama-DF 2006
AR-011  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CcoO Brazlandia-DF 2007
0J-001 Erysiphe neolycopersici Jilo Cco Gama-DF 2007
AR-015  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Séo Francisco do Sul-SC 2008
AR-016  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2008
AR-017  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Guard—DF 2008
AR-018  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Gama-DF 2008
AR-019  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE S80 José de Uba—RJ 2008
AR-020  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Rolandia—PR 2008
AR-021  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE S&o Sebastido do Alto-RJ 2008
AR-022  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE S&o Sebastido do Alto-RJ 2008
AR-023  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Nova Friburgo-RJ 2008
AR-024  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Jaguariuna-SP 2008
0J-002 Erysiphe neolycopersici Jilé Cco Gama-DF 2008
OBa-03  Erysiphe neolycopersici Batata Cco Gama-DF 2008
ON-001  Erysiphe neolycopersici Nicandra Cco Gama-DF 2008
ON-002  Erysiphe neolycopersici Nicandra Cco Brazlandia-DF 2008
AR-025  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Venda Nova-ES 2009
AR-026  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Faxinal-PR 2009
AR-027  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Faxinal-PR 2009
AR-028  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Domingos Martins—-ES 2009
AR-029  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Taquara—DF 2009
AR-030  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Taquara—DF 2009
AR-032  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Gama-DF 2009
AR-033  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Santo Amaro-SC 2009
AR-034  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Santo Amaro-SC 2009
AR-035  Erysiphe neolycopersici Tomateiro Cco Cristalina/GO 2009
AR-036  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Venda Nova-ES 2010
AR-037  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2010
AR-038  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Gama-DF 2010
AR-039  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Faxinal-PR 2010
AR-040  Erysiphe neolycopersici Tomateiro S Marilandia do Sul-PR 2010
AR-041  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Domingos Martins—ES 2010
AR-042  Erysiphe neolycopersici Tomateiro NE S&o S. Umbuzeiro-PB 2010
AR-043  Erysiphe neolycopersici Tomateiro NE Séo S. Umbuzeiro-PB 2010
AR-044  Erysiphe neolycopersici Tomateiro SE Paulinea—SP 2010
AR-045  Erysiphe neolycopersici Tomateiro CO Luziania—GO 2011



AR-046
AR-047
AR-048
AR-049
AR-050
AR-051
Oba-04
OD-024
OD-030
OD-037
OD-042
OD-043
OD-045
OD-046
OD-047
OD-052
OD-055
OD-080
0OD-082
OD-084
OD-085
OD-096
OD-097
OD-106
OD-108
OD-152
OD-125
OD-127
OD-128
OD-134
OD-139
0OD-143
0OD-144

Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Leveillula taurica
Erysiphe neolycopersici
Leveillula taurica
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Leveillula taurica
Erysiphe neolycopersici

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Batata
Tomateiro
Berinjela
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Pimentao
Jilé
Berinjela
Tomateiro
Tomateiro
Pimentao
Pimentao
Tomateiro
Pimenta
Tomateiro
Tomateiro
Jilo
S. acanthodes

NE
NE
S
NE
NE
SE
Co
CO
Co
CoO
Co
Co
S
CO
Co
CO
Co
SE
CO
(6{0)
(6{0)
(6{0)
(6{0)
(6{0)
(6{0)
(6{0)
(6{0)
SE
SE
SE
(6{0)
(6{0)
Cco

Mucugé-BA
Mucugé-BA
Caxias do Sul-RS
Jaguaquara—BA
Itaquara—BA
Mogi Guagu—SP
Gama-DF

Aguas Claras-DF
Aguas Claras-DF
Lago Norte-DF
Aguas Claras-DF
Ponte Alta—DF
Tijucas-SC
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Mario Campos—MG
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Ceilandia-DF
Ceilandia-DF
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Ponte Alta—DF
Cha Grande—-PE
S&o Paulo-SP
S&o Paulo-SP
Grupiara-MG
Taguatinga—DF
Brazlandia-DF
Ponte Alta—DF
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2011
2011
2011
2011
2011
2011
2014
2020
2021
2021
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023

673 !Macrorregides de coleta: CO= Centro-Oeste; NE= Nordeste; SE= Sudeste; S= Sul.
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Tabela 2 — Lista de isolados de agentes causais de oidios adaxial do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e
outras hospedeiras empregados nas analises filogenéticas.
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Espécie do fungo

Caddigo do isolado

Pais

Caddigo do GenBank

Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe neolycopersici
Erysiphe begoniae
Erysiphe hommae
Erysiphe aquilegiae
Erysiphe macleayae
Pseudoidium hortensiae
Erysiphe knautiae
Erysiphe catalpae
Erysiphe aquilegiae
Erysiphe quercicola
Erysiphe quercicola
Oidium lycopersici
Oidium lycopersici

OD-30

OD-37

OD-42

OD-43

OD-46

OD-47

OD-55

On-Ca-1

CAN

MRCO003

Cz-2

On-04 clone 2
On-04 clone 3
On-04 clone 4
On-04 clone 1
BP-P5

DNAZ23

KTP-01 clone 1
KTP-01 clone 2
KTP-01 clone 3
On-Ne-2
SYMO00248

UK2

UMSG2
On-USA-1
On-USALl clone 1
On-USAL clone 4
HMJAU PM91929
MUMHO0167
MUMHO0277
KUS F244597
KUS F30146
MUMH2571

KM 127267
OE2014PM147CS
MUMH124
MUMH6769
OI-2 clone 1
OIl-1 clone 1

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Canada
Canada
China

Czech Republic

France
France
France
France
Hungary
Japan
Japan
Japan
Japan
Netherlands
South Africa
Taiwan
UK
USA
USA
USA
USA
China
Japan
Japan
Poland
South Korea
Ukraine
UK
UK
Japan
Thailand
Australia
Australia

EU047568
AB163914
KY887788
EU047565
HQ286686
HQ286687
0286688
HQ286685
EU047563
AB032484
HQ286670
HQ286671
HQ286672
EU047564
KJ700474
OM368490
AB163916
KX776199
EU047567
HQ286681
HQ286684
MZ958710
LC009926
LC009938
JQ681217
MG654731
LC010042
DQ359695
KY653191
AB193591
MNO081591
HQ286674
HQ286673
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Figura 1 — Gréafico apresentando as macrorregides geograficas de onde foram obtidos os 74
isolados de Erysiphe neolycopersici no Brasil.
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Figura 2 — Inoculacdo de oidio adaxial (Erysiphe neolycopersici) utilizando o método ‘leaf-to-
leaf’; 1 = planta sadia; 2 = ramo contendo coldnias esporulantes de oidio. Fotos: Stéfani dos Santos
Leite
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Figura 3 — Sintomas de Erysiphe neolycopersici em diferentes tecidos e 6rgaos do tomateiro: (A)
Sintomas de oidio comecando a partir das folhas mais velhas; (B) les@es circulares de oidio na face
adaxial das folhas; (C) lesbes recobrindo toda a superficie foliar; (D) lesdes na face abaxial; (E)
sintomas nas hastes, peciolos, caule e calices; (F) frutos livres de lesdes. Brasilia-DF, 2022. Fotos:
Stéfani dos Santos Leite
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Figura 4 — Morfologia de Erysiphe neolycopersici em tecido foliar de tomateiro (Solanum
lycopersicum): (A & B) Conididforos eretos, ndo ramificados; (C) Conidios isolados e em cadeias
curtas de 2-5 conidios, com formato principalmente elipsoide—ovoide; (D) tubo germinativo (seta)
emergindo do corpo do conidio; (E) presenca de apressorios secundarios lobulados (seta). Brasilia—
DF, 2022. Fotos: Jodo Marcos Teixeira Martins e Stéfani dos Santos Leite.
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Erysiphe neolycopersici DNA23 Japan (AB032484)

Erysiphe neolycopersici UMSG2 USA (KX776199)

Erysiphe neolycopersici SYM00248 Taiwan (OM368490)

Erysiphe neolycopersici UK2 UK (AB163916)

Erysiphe neolycopersici CAN Canada (AB163914)

Erysiphe neolycopersici OD-30 Brazil

Erysiphe neolycopersici On-04 clone 2 France (HQ286686)

Erysiphe neolycopersici MRC003 China (KY887788)

Erysiphe neolycopersici On-Ca-1 Canada (EU047568)

Erysiphe neolycopersici On-USA-1 USA (EU047567)

Erysiphe neolycopersici OD-47 Brazil

Erysiphe neolycopersici KTP-01 clone 1 Japan (HQ286670)

Erysiphe neolycopersici OD-55 Brazil i L.

Erysiphe neolycopersici OD-42 Brazil ErySIPhe neolycoperS|C|

Erysiphe neolycopersici OD-37 Brazil

Erysiphe neolycopersici South Africa (KJ700474)

Erysiphe neolycopersici On-Ne-2 Netherlands (EU047564)

Erysiphe neolycopersici Cz-2 Czech Republic (EU047565)

Erysiphe neolycopersici BP-P5 Hungary (EU047563)

Erysiphe neolycopersici OD-43 Brazil

Erysiphe neolycopersici KTP-01 clone 2 Japan (HQ286671)

Erysiphe neolycopersici On-04 clone 3 France (HQ286687)

Erysiphe neolycopersici On-USA1 clone 1 USA (HQ286681)

Erysiphe neolycopersici OD-46 Brazil

63/80/.99 || Erysiphe neolycopersici On-USA1 clone 4 USA (HQ286684)
{ Erysiphe neolycopersici KTP-01 clone 3 Japan (HQ286672)

75/84.8/.98
Erysiphe neolycopersici On-04 clone 4 France (HQ286688)

Erysiphe neolycopersici On-04 clone 1 France (HQ286685)
Pseudoidium hortensiae KUS F30146 South Korea (MG654731)
Erysiphe hommae MUMHO0167 Japan (LC009926)

Erysiphe begoniae HMJAU PM91929 China (MZ958710)
91/85.8/1) Erysiphe knautiae MUMH2571 Ukraine (LC010042)

Erysiphe macleayae KUS F244597 Poland (JQ681217)
Erysiphe catalpae K M 127267 UK (DQ359695)

Erysiphe aquilegiae OE2014PM147CS UK (KY653191)
Erysiphe aquilegiae MUMH0277 Japan (LC009938)
Erysiphe quercicola MUMH6769 Thailand (MN081591)

] Erysiphe quercicola
100/-/1 ' Erysiphe quercicola MUMH124 Japan (AB193591)

Erysiphe aquilegiae complex
81/91.5/1

100/100/1
, 1X

100/100/1 1X ‘ Oidium lycopersici OI-2 clone 1 Australia (HQ286674)

| Oidium lycopersici OI-1 clone 1 Australia (HQ286673)

Oidium lycopersici
005

Figura 5 — Arvore de maxima verossimilhanca (RAXML) de isolados de espécies de Erysiphe associados com o oidio adaxial do
tomateiro e outras espécies de Solanaceae inferida a partir do alinhamento da regido rDNA ITS. Os ndmeros nas ramificacdes
indicam valores de suporte (RAXML-BS (> 70) / SH-aLRT (> 80) / BI-PP (>,95). “-” indica suporte ndo significativo ou auséncia
do né. Isolados obtidos no presente estudo estdo destacados em negrito. As origens geogréaficas dos isolados de Erysiphe
neolycopersici (= Oidium neolycopersici) séo fornecidas ap6s os cédigos dos isolados seguido dos nimeros de acesso do GenBank
séo mostrados entre parénteses. Golovinomyces lycopersici (= Oidium lycopersici) foi usado como grupo externo. A barra de escala
indica o numero estimado de substitui¢Ges por site.
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Figura 6 — Planta de jurubebdo (Solanum acanthodes) inoculada artificialmente apresentando
sintomas e sinais de oidio adaxial (seta) induzidos por um isolado de Erysiphe neolycopersici.
Fotos: Stéfani dos Santos Leite.
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Oidium lycopersici

1sarde

0OD-47-Brazil
0OD-43-Brazil
0D-42-Brazil
QD-55-Brazil
0OD-37-Brazil
0OD-30-Brazil

DNA231-Japan
UMSG2-USA
UK2-United Kingdom
Cz-2-Czech Republic
On-Ne-2-Netherlands
BP-P5-Hungary

H3

Erysiphe neolycopersici

MRCO003-China
SYM00248-Taiwan
CAN-Canada
On-04-clone-2-France
KTP-01-clone-1-Japan
KJ700474-South Africa

H8

On-USA1-USA
On-Ca-1-Canada
OD-46-Brazil
On-USA1-clone-4-USA
On-USA1-clone-1-USA
KTP-01-clone-2-Japan

H7

H6

On-04-clone-4-France
On-04-clone-3-France
On-04-clone-1-France
KTP-01-clone-3-Japan
0Ol-2-clone-1-Australia

Ol-1-clone-Australia

72

Figura 7 — Redes de hapldtipos TCS geradas (usando o programa PopArt) com o alinhamento das
sequéncias da regido rDNA ITS representando isolados de Erysiphe neolycopersici (= Oidium
neolycopersici) e Golovinomyces lycopersici (= Oidium lycopersici) disponiveis no GenBank (ver Figura
5) bem como isolados caracterizados no presente estudo. As areas das fatias sdo proporcionais ao nimero
de isolados em cada haplotipo e as cores dos circulos correspondem aos diferentes isolados de E.
neolycopersici de acordo com a legenda. Isolados correspondendo a haplétipos idénticos sdo representados
pela mesma cor. Os tragos nas linhas de conexdo representam o ndmero de mutagdes que separam 0S

diferentes haplétipos.
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CAPITULO 111l

Identificacdo de novas fontes de resisténcia a isolados Neotropicais de Erysiphe

neolycopersici em germoplasma de Solanum (Lycopersicon)

Formatado para — Tropical Plant Pathology
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neolycopersici em germoplasma de Solanum (Lycopersicon)
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RESUMO

O oidio do tomateiro (causado por Erysiphe neolycopersici) vem ganhando importancia no Brasil
em cultivos protegidos e em condic¢des de campo aberto com irrigagao via gotejamento. No entanto,
ainda sdo poucas as cultivares comerciais resistentes a esse patdégeno. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar (em condigdes de telado) a reacéo de 182 acessos de Solanum (Lycopersicon)
a isolados de E. neolycopersici. Trés ensaios preliminares foram conduzidos visando a
identificagdo de acessos com niveis promissores de resisténcia. Quarenta e sete acessos
identificados com performance superior foram incluidos em um quarto ensaio visando confirmar a
estabilidade da resisténcia. O método “leaf-to-leaf” foi utilizado para as inoculagcdes. As avaliagdes
foram conduzidas aos 15 e 30 dias ap6s a inoculacdo. indices de doenga foram calculados
utilizando-se uma escala de notas da severidade dos sintomas. Todos 0s acessos de S. lycopersicum
foram suscetiveis. Catorze (14) acessos da espécie selvagem S. habrochaites apresentaram resposta
do tipo imunidade ao patégeno. Oito hibridos experimentais interespecificos [S. lycopersicum x S.
habrochaites] apresentaram reacdo de resisténcia ao patdgeno, sugerindo a presenca de fatores de
dominantes para essa caracteristica. Acessos de S. corneliomulleri (5), S. arcanum (4), S.
peruvianum (4), S. chilense (1), S. huaylasense (1) e S. pennellii (1) também apresentaram respostas
do tipo imunidade ou hipersensibilidade ao E. neolycopersici. Muitos acessos representam o
primeiro registro como fontes de resisténcia a esse patogeno. Esses acessos poderdo ser utilizados
em programas de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares com ampla resisténcia
contra isolados Neotropicais de E. neolycopersici.

Palavras-chaves: tomateiro; espécies selvagens; oidio; resisténcia geneética; avaligdo
germoplasma.
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ABSTRACT

The tomato powdery mildew (caused by Erysiphe neolycopersici) has been gaining importance in
Brazil in protected crops and under open-field conditions with drip irrigation. However, there are
still few commercial cultivars with resistance against this pathogen. The objective of the present
work was to evaluate (under greenhouse conditions) the reaction of 182 Solanum (Lycopersicon)
accessions to isolates of E. neolycopersici. Three preliminary trials were conducted to identify
accessions with promising resistance levels. Forty-seven accessions/hybrids with superior
performance were included in a fourth trial to confirm stability of the resistance. The “leaf-to-leaf”
method was used for inoculation. Evaluations were conducted at 15 and 30 days after inoculation.
Disease scores were calculated using a symptom severity rating scale. All S. lycopersicum
accessions were susceptible. Fourteen (14) accessions of the wild species S. habrochaites displayed
an immunity-like response to the pathogen. Eight experimental interspecific [S. lycopersicum x S.
habrochaites] hybrids showed resistant responses to the pathogen, suggesting the presence of
dominant factors for this trait. Accessions of S. corneliomulleri (6), S. arcanum (4), S. peruvianum
(4), S. chilense (1), S. huaylasense (1), and S. pennellii (1) also showed either immunity-type or
hypersensitivity responses to E. neolycopersici. Many accessions represent the first record as
sources of resistance to this pathogen. These accessions may be used in genetic improvement
programs aimed at developing cultivars with broad resistance against Neotropical isolates of E.
neolycopersici.

Keywords: tomato; wild species; powdery mildew; genetic resistance; germplasm screening.
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INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas com maior potencial produtivo
por area cultivada, sendo economicamente uma das mais importantes em escala mundial (Kimura
e Kinha 2008; FAO 2022). O tomateiro é uma hortalica amplamente cultivada para consumo in
natura e para processamento industrial devido a riqueza de seus constituintes nutricionais, tais
como vitaminas, fibras dietéticas, antioxidantes e pigmentos carotenoides (Liu et al. 2022). O
Brasil ocupa a 92 posi¢do mundial, produzindo 3.6 milhdes de toneladas em 51.907 ha na safra de
2021 (FAO 2022; IBGE 2022). No entanto, diversos fatores de origem fitossanitaria podem
contribuir para a reducdo dos niveis de produtividade nas condi¢des brasileiras. Dados da ANVISA
(2019), apontam o cultivo do tomate ocupando a 3% posi¢ao no ranking do uso de agrotoxicos no
Brasil. Esse fato é decorrente, principalmente, das diversas doencas que afetam o desenvolvimento
do tomateiro durante todo seu ciclo nas condi¢des brasileiras (Lopes et al. 2021; Reis et al. 2021).

O oidio do tomateiro vem gradativamente ganhando importancia em cultivos protegidos e
em campo aberto conduzido com sistema de irrigacdo via gotejamento, que sdo condigdes
extremamente favoraveis ao desenvolvimento da doenca/patdgeno. A doenca raramente causa a
morte da planta, mas pode resultar em perdas expressivas na produtividade (entre 20 e 50%) em
cultivos severamente afetados (Jones et al. 2001; Lian et al. 2022). A doenca é favorecida por
plantios adensados, baixa luminosidade, auséncia de molhamento foliar, temperaturas entre 20—
27°C e umidade do ar acima de 50% (Bedendo 2018). O oidio ocorre de forma generalizada e, nas
condicdes brasileiras, tem sido atribuida a dois ascomicetos biotroficos obrigatérios (Erysiphales:
Erysiphaceae): Erysiphe neolycopersici (L. Kiss) HY Hsiao; YM Shen (agente causal do oidio
adaxial) e Leveillula taurica (Lév.) G. Arnaud (sinbnimos: Oidiopsis haplophylli Rulamort = O.
sicula Scalia = O. taurica Salmon), que é o agente causal do oidio abaxial (Reis et al. 2021). No

entanto, levantamentos recentes indicam que E. neolycopersici € o patbgeno mais comumente
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observado causando oidio em tomateiro no Brasil (Leite et al. 2023 em preparagdo — ver capitulos
1l elV).

Os primeiros sintomas causados por E. neolycopersici sdo observados predominantemente
nas folhas mais velhas, sendo caracterizados por lesdes brancas ou acinzentadas pulverulentas na
face adaxial, podendo infectar peciolos, célice, caule, sem infectar, contudo, os frutos (Jones et al.
2001; Kiss et al. 2001). Infecgdes severas podem levar a clorose e posterior necrose foliar,
senescéncia prematura, subdesenvolvimento das plantas, reducéo do ciclo da cultura e queda de
flores e frutos. As lesdes (col6nias) brancas séo os principais sinais da doenga e correspondem ao
micélio com hifas e conidios hialinos com a disseminacdo ocorrendo principalmente pelo vento
(Jones et al. 2000; Kiss et al. 2001; Kashimoto et al. 2003; Hsiao et al. 2022). A sobrevivéncia e
persisténcia do patogeno de um ciclo de cultivo para o outro ocorre em plantas de tomateiro
espontaneas (= tigueras) originarias de sementes deixadas no campo em safras anteriores
(Clemente e Boiteux 2012) ou em hospedeiras alternativas (Leite et al. 2023 em preparacao — ver
capitulo I1).

O controle quimico tem sido uma das poucas estratégias eficientes e economicamente viaveis
para manejo do oidio adaxial no tomateiro (Reis et al. 2021). Sob condig¢des e épocas favoraveis, a
doenca se espalha rapidamente, demandando o uso mais intensivo do controle quimico (Reis et al.
2021). Embora existam fungicidas registrados para o controle do oidio, 0 emprego de cultivares
resistentes é a estratégia de controle que confere maior eficiéncia, praticidade, sustentabilidade
ambiental e econdmica (Bai et al. 2005). Nesse sentido, os diferentes programas de melhoramento
genético tém obtido significativos avancos via identificacdo de fontes de resisténcia (Jones et al.
2001; Kiss et al. 2001; Seifi et al. 2014). No entanto, ainda sdo poucas as cultivares comerciais de

tomateiro resistentes a esse patdgeno.
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De acordo com recentes enquadramentos taxondmicos, 0 tomateiro pertence ao género
Solanum (sec¢do Lycopersicon) que engloba cerca de uma dezena de espécies semi-domesticadas
e silvestres (Knapp e Peralta 2016). Esse germoplama de espécies silvestres vem contribuindo com
inimeros genes/loci de interesse para 0 melhoramento genético visando resisténcia a doencas,
incluindo os oidios (Bai et al. 2005). Até o presente momento foram mapeados nove loci que
conferem resisténcia ao E. neolycopersici: O gene dominante OI-1 (Van der Beek et al. 1994) e 0
gene dominante OI-3 (localizado na mesma regido cromossdmica do gene OIl-1) foram
introgredidos da espécie silvestre S. habrochaites (Huang et al. 2000; Bai et al. 2005). O gene OlI-
5 (ligado aos genes/alelos Ol-1 e OI-3) também foi introgredido de um acesso de S. habrochaites
(Bai et al. 2005). Por sua vez, o gene recessivo ol-2 (homdlogo do gene Mlo de cevada) foi
identificado em um acesso semi-domesticado de S. lycopersicum var. cerasiforme (Bai et al. 2008).
O gene OI-6 ndo tem origem genética definida, sendo mapeado na mesma posicao do gene Ol-4
que foi introgredido de S. arcanum ‘LA2172’ (Bai et al. 2005). O fenotipo de resisténcia
predominante contra isolados de E. neolycopersici envolve uma resposta do tipo hipersensibilidade
(Nimchuk et al. 2003), excetuando a reacdo do gene recessivo ol-2 que confere um fenotipo do tipo
imunidade. Trés loci controlando caracteristicas quantitativas (QTLs) também foram
caracterizados em um acesso de S. peruvianum, sendo denominados como Ol-qtl1, Ol-qtl2 e OI-
gtl3 (Bai et al. 2003).

No entanto, a maioria destas fontes de resisténcia ainda nao foi desafiada visando demonstrar
suas eficiéncias contra isolados brasileiros de E. neolycopersici. Nesse contexto, o principal
objetivo do presente estudo foi avaliar, em casa de vegetacdo, a reacdo de 182 acessos do género
Solanum (Lycopersicon) (incluindo oito hibridos interespecificos experimentais) a isolados de E.
neolycopersici, buscando identificar novas fontes de resisténcia/tolerancia a isolados brasileiros

causadores do oidio adaxial do tomateiro.
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MATERIAL & METODOS

Local das avaliagdes de acessos de Solanum (Lycopersicon) contra isolados de Erysiphe
neolycopersici — Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento Genético e nas
casas de vegetacdo da Embrapa Hortaligas, localizada na zona rural da Ponte Alta, cidade satélite
do Gama, em Brasilia—DF, a 15°56°00” latitude sul, 48°08°00” longitude oeste e altitude de 997,6

metros.

Acessos de Solanum (Lycopersicon) avaliados para reacdo a isolados de Erysiphe
neolycopersici — As mudas dos materiais vegetais foram produzidas em bandejas de isopor com
128 celulas, contendo substrato esterilizado e transplantadas apés 30 dias em vasos plasticos de 5L
(2 plantas por vaso) contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz
carbonizada esterilizada e mantidos em casa de vegetacdo. Entre os 174 acessos de Solanum
(Lycopersicon) do banco de germoplasma da Embrapa Hortaligcas incluidos nas avaliagdes foram
classificados como pertencentes as seguintes espécies: 96 acessos de S. lycopersicum (incluindo os
controles suscetiveis ‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’); 24 S. peruvianum; 17 S. habrochaites; 13 S.
corneliomulleri; 11 S. arcanum; seis S. pimpinellifolium; quatro S. huaylasense; dois S. chilense e
um acesso de S. pennellii (Tabela 1). Foram também incluidos 0ito acessos correspondendo a
hibridos experimentais interespecificos entre quatro acessos de S. habrochaites (resistentes) e dois
acessos (suscetiveis) de S. lycopersicum (Tabela 1), perfazendo um total de 182 acessos em

avaliacdo.

Isolados de Erysiphe neolycopersici e manutencdo do in6culo — A identidade dos isolados dos
agentes causais do oidio adaxial foi confirmada via sequenciamento da regido genémica rDNA ITS
— internal transcribed spacer region). Trés isolados foram obtidos a partir de tomateiros (S.

lycopersicum) apresentando col6nias esporulantes provenientes de trés regides do Distrito Federal
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(ver detalhamento abaixo). O in6culo foi mantido em plantas de dois acessos de S. lycopersicum
altamente suscetiveis: ‘Ponderosa’ e S. lycopersicum ‘Viradoro’ (Giordano et al. 2000). Plantas

dessas duas cultivares também foram utilizadas como controles suscetiveis em todos os bioensaios.

Ensaios preliminares para avaliacéo da reacéo de acessos de tomateiros a diferentes isolados
de E. neolycopersici — As avaliagoes dos acessos de Solanum (Lycopersicon) foram subdivididas
em trés ensaios preliminares, conduzidos entre margo e setembro de 2022. No més de marco 2022
foi realizado o ensaio #1 englobando 79 acessos de Solanum (Lycopersicon) incluindo os oito
hibridos experimentais, que foram avaliados quanto a reagdo a um isolado de E. neolycopersici
proveniente de Aguas Claras, Brasilia—DF denominado OD-042. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 79 (acessos) x um isolado do patdégeno, com trés
repeticoes. Cada repeti¢ao foi constituida de um vaso com duas plantas. Um segundo experimento
para avaliacao de germoplasma (ensaio #2) foi conduzido no final de marco de 2022, englobando
uma colegdo de acessos de S. habrochaites em um arranjo fatorial 17 (acessos) x um isolado do
patogeno. No ensaio #2 foi utilizado um isolado proveniente da Ponte Alta—DF (isolado OD-046).
Um terceiro experimento (ensaio #3) de avaliagdo de germoplasma de Solanum (Lycopersicon) foi
conduzido em junho 2022, sendo constituido de 78 acessos de diferentes espécies mais oito acessos
correspondendo a hibridos interespecificos experimentais em arranjo fatorial 86 (acessos) x um

isolado do patégeno, proveniente de Ponte Alta, Brasilia—DF (isolado OD-055).

Metodologia de inoculagdo — A inoculacdo foi realizada aproximadamente dez dias apds o
transplantio utilizando o método ‘leaf-to-leaf’, friccionando nas mudas sadias, coldnias
esporulantes de E. neolycopersici a partir de folhas frescas de tomateiro altamente infectadas
(Lindhout et al. 1994). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com plantas dos

acessos altamente suscetiveis (‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’) distribuidos entre as fileiras do
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experimento. Esses acessos foram previamente inoculados artificialmente atuando como fontes
adicionais de inoculo natural para cada ensaio de sele¢do. Esses com trés repeti¢des, representada
por trés vasos com duas plantas. Os dados de Indice de doenca foram submetidos a analise de
variancia e agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05) com auxilio do programa estatistico

SISVAR (Ferreira 2011).

Avalicdo empregando escala de notas e indice de doenca — A avaliagdo foi realizada aos 15 ¢
30 dias apos a inoculacdo, e para quantificacao da severidade da doenga adotou-se uma escala de
notas, adaptada de Bohn e Whitaker (1964), variando de 0 a 4 sendo: 0 = auséncia de sintomas; 1
= Crescimento do fungo esparso, coldnias esporulantes presentes; 2 = Crescimento do fungo
esparso, baixo nivel de esporulacéo; 3 = Crescimento intermediario do fungo, colonias esporulantes
presentes e 4 = Sintomas severos, apresentando folhas com muita esporulacao e crestamento foliar.
Com as notas obtidas foram calculados os indices de doenca (ID) através da formula de McKinney
(McKinney 1923): ID (%) = 100.Z [(f'v)/(n.x)], tal que = numero de plantas com notas idénticas;

v = nota observada; # = niimero total de plantas avaliadas e x = nota maxima da escala.

valor da nota x N° de plantas com esta nota
ID (%) = x( P ) 100

= — X
(N° total de plantas x valor maximo da escala de notas)

Esses indices foram agrupados em classes de reacdo da doenca, utilizando-se a média geral para
cada acesso: 0 % = semelhante a uma resposta do tipo imunidade (SI); 0,01-25 % = altamente
resistente (AR); 25,01-50 % = medianamente resistente (MR); 50,01-75% = medianamente
suscetivel (MS); 75,01-100 % = altamente suscetivel (AS) (Reis et al. 2004). Os dados de ID foram
submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05) com

auxilio do Programa estatistico SISVAR (Ferreira 2011).
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Ensaio para analise da estabilidade fenotipica da resisténcia de acessos promissores de
Solanum (Lycopersicon) — Os acessos que apresentaram resposta do tipo imunidade ou se
mostraram altamente resistentes nos ensaios #1, #2 ou #3 (avaliagdes preliminares) foram
selecionados para um novo ensaio com um isolado de E. neolycopersici proveniente da Ponte Alta—
DF visando confirmar a estabilidade destas respostas. Esse ensaio foi realizado com 39 acessos e
oito hibridos interespecificos que foram selecionados nos ensaios preliminares como: SI e AR.
Alguns acessos com respostas da classe MR também foram avaliados. As cultivares ‘Viradoro’ e
‘Ponderosa’ foram utilizadas como controles suscetiveis. A produ¢dao das mudas, o preparo do
in6culo e a inoculagdo seguiu a mesma metodologia anterior. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 49 (39 acessos promissores + oito hibridos
experimentais + duas testemunhas suscetiveis) x um isolado do patégeno (isolado OD-082), com
trés repeticoes (repeticado = um vaso com duas plantas). Os dados de ID foram submetidos a analise
de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05) com auxilio do Programa

estatistico SISVAR (Ferreira 2011).

RESULTADOS

Na analise conjunta dos 182 acessos de Solanum (Lycopersicon) avaliados nos ensaios
preliminares #1, #2 e #3, incluindo os controles suscetiveis (‘Ponderosa’ e ‘Viradoro’), 127 ¢ 117
acessos foram classificados dentro do grupo AS aos 15 dias e aos 30 dias apds inoculagdo,
respectivamente (Tabela 1). Os IDs apresentaram variagao entre 79,16 e 100% nos dois periodos.
Sete e seis acessos foram classificados como MS aos 15 e 30 dias ap6s inoculacdo, respectivamente
(IDs variando entre 54,17 e 75%). Treze e 12 acessos foram caracterizados dentro do grupo MR
aos 15 e 30 dias apds inoculacdo, respectivamente (IDs variando entre 29,16 e 50%). Onze acessos

e nove foram caracterizados como AR, aos 15 e 30 dias apods inoculacdo, respectivamente (IDs
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variando entre 12,5 ¢ 25%). Vinte e quatro e 38 acessos apresentaram reacao do tipo imune, ou
seja, completa auséncia de sintomas da doenga, aos 15 e 30 dias apds inoculagao, respectivamente.
Entre os hibridos experimentais, quatro e trés se mostraram altamente resistentes aos 15 e 30 dias
apos inoculacdo, respectivamente (IDs variando entre 16,6 e 25%). Quatro hibridos experimentais
apresentaram resposta do tipo imunidade ao patdégeno aos 15 dias, e cinco aos 30 dias (Tabela 1).

Nesses ensaios preliminares, as classes fenotipicas de resisténcia ndo apresentaram bom
ajuste (Scott-Knott; P <0,05) aos agrupamentos obtidos, com acessos classificados como MR nao
diferindo significativamente daqueles classificados como AR e/ou imunes. De acordo com as
médias obtidas para as avaliagcdes dos dois periodos, 122 acessos foram classificados como AS,
sendo 95 deles pertencentes a espécie cultivada S. lycopersicum. Essa observagao confirma os
elevados niveis de suscetibilidade ao patogeno de acessos de S. lycopersicum como indicado pela
avaliacdo de um conjunto de 45 cultivares comerciais onde todas foram classificadas como
altamente suscetiveis ao E. neolycopersici (Matsuda et al. 2001). Os acessos S. lycopersicum
‘CNPH 1162’ ¢ ‘CNPH 1163” que contém o gene Lv (Chunwongse et al. 1994) se mostraram
altamente suscetiveis (ID=100%) ao isolado de E. neolycopersici.

No quarto ensaio conduzido para demonstrar a estabilidade da resisténcia ao F.
neolycopersici, 30 dos 39 (excluindo as duas testemunhas e os oito hibidos) acessos reavaliados,
apresentaram reacdo de imunidade nas duas etapas de avaliagdo (aos 15 dias e 30 dias apos
inoculacdo). Quinze acessos da espécie S. habrochaites expressaram novamente uma reagdo do
tipo imunidade, demostrando a estabilidade dessa resisténcia nesse germoplasma. Cinco acessos
da espécie S. corneliomulleri, quatro da espécie S. arcanum, trés da espécie S. peruvianum, um da
espécie S. chilense, um da espécie S. huaylasense, e um acesso de S. pennellii também apresentaram
uma resposta do tipo imunidade nas avaliacdes de 15 e 30 dias, confirmando a estabilidade dessa

resisténcia. Esses acessos constituem excelentes fontes de resisténcia a E. neolycopersici, pois nao
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apresentaram sintomas da doeng¢a, mesmo quando expostos a altos niveis de indculo do patdégeno,
ndo somente via inoculagdo ‘leaf-to-leaf’, mas também quando em parcelas posicionadas lado a
lado de acessos altamente suscetiveis (Figura 1).

Ainda dentre os 39 acessos promissores reavaliados quanto a estabilidade da resisténcia;
oito se mostraram altamente resistentes aos 15 dias ap6s inoculacdo, e cinco aos 30 dias com ID
variando entre 16,67 e 25%. Um acesso de S. pimpinellifolium que aos 15 dias foi altamente
resistente, apresentou-se medianamente suscetivel quando avaliado aos 30 dias com 1D=58,33%,
0 mesmo aconteceu com um acesso de S. peruvianum que aos 15 dias foi altamente resistente e aos
30 medianamente resistente (ID= 41,66%). Esses resultados sugerem a potencial presenca de
resisténcia do tipo juvenil, cuja expressao se manifesta mais intensamente em plantas jovens como
observado em diferentes patossistemas (Reifschneider et al. 1992). Ainda na avaliacao aos 30 dias,
cinco acessos, sendo eles trés de S. peruvianum, um de S. corneliomulleri e um de S. huaylasense
foram classificados como AR (IDs variando entre 12,08 e 14,17%). Dois acessos (pertencentes as
espécies S. corneliomulleri, S. huaylasense) apresentou resposta do tipo imune apenas aos 30 dias,
nao exibindo sintomas da doenca (ID=0). Nestes acessos, a maioria das plantas apresentava reagao
de hipersensibilidade apo6s a inoculagdo com o patdogeno (Figura 2). O mecanismo de
hipersensibilidade ¢ caracterizado por conferir altos niveis de resisténcia as plantas, pois inibe a
formacdo das hifas ou apressorios secundarios, ndo permitindo que o patégeno se estabeleca e
explore as células hospedeiras (Bai et al. 2005). Algumas plantas com hipersensibilidade
apresentaram uma visivel recuperagdo da doenga a medida que avangavam em seu
desenvolvimento fenoldgico, ndo apresentando mais sintomas. Neste ensaio 0s acessos
classificados como AR diferiram significativamente (Scott-Knott; P < 0,05) das testemunhas

suscetiveis (Tabela 2).
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Plantas dos hibridos experimentais interespecificos entre ‘Ponderosa’ (suscetivel) x S.
habrochaites (todos 0s acessos), se mostraram altamente resistentes ao patégeno, aos 15 e 30 dias
apos inoculacdo com ID variando entre 12,5 e 25%, com excecado do hibrido entre S. lycopersicum
‘Ponderosa’ x S. habrochaites ‘CNPH 0421’ que aos 30 dias se mostrou imune, com ID= 0. Por
outro lado, independente do acesso de S. habrochaites, todos os hibridos utilizando ‘Santa Clara’
como parental feminino, foram imunes ao isolado de E. neolycopersici, com ID = 0, aos 15 e 30

dias ap0s inoculago.

DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que todos os acessos avaliados da espécie S. habrochaites se
comportaram como sendo altamente resistentes ou imunes ao patdgeno nos ensaios preliminares,
sendo a estabilidade da resisténcia confirmada em um ensaio subsequente, que ratificou essa
espécie como uma das mais importantes fontes de resisténcia natural a isolados de E.
neolycopersici. De fato, diferentes fatores de resisténcia ja foram identificados nesse germoplasma,
incluindo os genes dominantes O/-1, OI-3 e OI-5, todos agrupados no brago longo do cromossomo
6 (Van Der Beek et al. 1994).

Também foi observado que as plantas do acesso S. pennellii ‘CNPH 0409’ apresentavam
uma reacdo peculiar ao fungo, produzindo lesdes circunscritas apenas aos locais onde foram
inoculadas artificialmente (Figura 3). Com o passar do tempo, essas lesdes necrosavam, nao sendo
observada infecgao fora dos sitios de inoculagdo nesse acesso. Esse resultado corrobora o que foi
descrito por Nonomura et al. (2009), que observaram que os exsudatos de tricomas de S. pennellii
apresentam atividade contra E. neolycopersici, inibindo completamente a germinagao dos conidios.

O acesso de S. arcanum ‘CNPH 1416’ (= ‘LA2172’) apresentou uma resposta do tipo imune

ao patdgeno nos dois periodos avaliados (15 e 30 dias), embora nos ensaios preliminares aos 15
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dias ele tenha se apresentado como medianamente resistente. No entanto, uma completa
recuperagdo da doencga foi observada aos 30 dias (ID=0,0) apos a inoculagdo. Esse resultado difere
em parte do observado por Bai et al. (2004), que caracterizaram S. arcanum ‘LA2172°
(anteriormente classificado como L. peruvianum) como sendo altamente resistente ao F.
neolycopersici, apresentando respostas do tipo imunidade em todos os ensaios. A resisténcia de S.
arcanum ‘LA2172° é governada por um gene dominante O/-4. Esse resultado sugere potencial
variabilidade dos isolados brasileiros em relagdo aos isolados europeus. No entanto, S. arcanum
‘LA2172’ ainda pode ser considerado uma excelente fonte de resisténcia ao patogeno, tendo em
vista a completa recuperacao dos sintomas da doenga observada aos 30 dias (ID=0,0) no ensaio de
verificagdo da estabilidade da resisténcia. Novas avaliagcdes deverdo ser conduzidas com esse
acesso para confirmar esse padrdo da resposta de resisténcia aos isolados de E. neolycopersici.

Os acessos S. lycopersicum ‘CNPH 1162° ¢ ‘CNPH 1163’ sao fontes do gene Lv
(cromossomo 12) derivado de um acesso de S. chilense (Chunwongse et al. 1994). Esse gene
confere resisténcia a isolados europeus de L. taurica, agente causal do oidio abaxial do tomateiro
(Stamova e Yordanov 1990; Laterrot 2000). No entanto, nos ensaios preliminares esses dois
acessos se mostraram altamente suscetiveis (ID=100%) ao E. neolycopersici, indicando que o gene
Lv ndo apresenta nenhum efeito residual (sensu Martin e Ellingboe, 1976) sobre isolados desta
espécie causadora do oidio adaxial.

Alguns acessos de S. pimpinellifolium, S. chilense, S. huaylasense, S. corneliomulleri e S.
arcanum, podem ser considerados tolerantes aos isolados de E. neolycopersici devido ao menor
indice da doenga e classes de severidade de sintomas mais baixas (Tabela 2). Solanum chilense
‘CNPH 0410’ e S. peruvianum ‘CNPH 0201’ apresentaram imunidade ao patogeno, tanto nos
ensaios preliminares quanto no de estabilidade nos dois periodos avaliados (15 e 30 dias)

correspondendo ao primeiro registro destes acessos como novas fontes de resisténcia a isolados de
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E. neolycopersici. Esses dados concordam com estudos que apontam essas espécies selvagens
como fontes promissoras de resisténcia ao oidio do tomateiro (Jones et al. 2001; Lebeda et al.
2014).

Os hibridos interespecificos entre S. lycopersicum ‘Ponderosa’ X S. habrochaites ‘CNPH
0421’; S. lycopersicum ‘Ponderosa’ x S. habrochaites ‘CNPH 0929’; S. lycopersicum ‘Ponderosa’
x S. habrochaites ‘CNPH 0417’ ¢ S. lycopersicum ‘Ponderosa’ X S. habrochaites ‘CNPH 1772’
apresentaram resposta hipersensivel (HR) provenientes de infeccdo natural do patdgeno (Figura
4A), enquanto que os hibridos S. lycopersicum ‘Santa Clara’ x S. habrochaites ‘CNPH 0421°; S.
lycopersicum ‘Santa Clara’ X S. habrochaites ‘CNPH 0929’; S. lycopersicum ‘Santa Clara’ x S.
habrochaites ‘CNPH 0417’ e S. lycopersicum ‘Santa Clara’ X S. habrochaites ‘CNPH 1772’
apresentaram resposta hipersensivel (HR) ao patdgeno, somente quando inoculados artificialmente
(Figura 4B). Todos os hibridos interespecificos experimentais demonstraram o elevado nivel
resisténcia dos acessos de S. habrochaites, sugerindo a presenca de fatores de resisténcia
dominantes da série de genes Ol (Seifi et al. 2014; Zhang et al. 2019) ou algum gene analogo ao
WRKY41 um novo fator de resisténcia ao oidio recentemente caracterizado no acesso S.
habrochaites ‘LLA1777’ (Lian et al. 2022).

De fato, a espécie silvestre S. habrochaites representa a mais relevante fonte de fatores de
resisténcia uma vez que dos 17 acessos avaliados, 13 se mostraram imunes aos isolados de E.
neolycopersici nos ensaios preliminares e 15 se mostraram imunes no ensaio de estabilidade da
resisténcia nos dois periodos de avaliacdo. Essa ampla presenca de fenétipos de resisténcia no
germoplasma de S. habrochaites é, de certa maneira incomum. Seria de interesse investigar quais
os fatores ambientais que levaram a esse grande numero de acessos apresentar resisténcia a esse
grupo de patégenos. A facilidade de obtencdo de progénies férteis entre S. habrochaites e S.

lycopersicum e a disponibilidade de técnicas de gendmica avancada para isolamento de genes de
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resisténcia ao oidio em tomateiro (Park et al. 2022) otimizam o uso desta espécie selvagem como
um promissor recurso genético para o melhoramento visando resisténcia ao E. neolycopersici (Lian
et al. 2022).

Neste trabalho, foram selecionadas novas e promissoras fontes de resisténcia ao O.
neolycopersici, agente causal do oidio adaxial do tomateiro, em diferentes espécies de Solanum
(Lycopersicon). Os acessos foram selecionados contra pelo menos dois diferentes isolados do
patdgeno. Acessos resistentes expressando distintos tipos de interagdo (imunidade e reagdo
hipersensivel) com o fungo E. neolycopersici foram detectados em diferentes espécies silvestres
incluindo S. habrochaites (15), S. corneliomulleri (5), S. arcanum (4), S. peruvianum (3), S.
chilense (1), S. huaylasense (1) e S. pennellii (1).

A estabilidade da expressdo fenotipica da resisténcia verificada nesses acessos, demonstra
que eles sao fontes promissoras de fatores de resisténcia com maior amplitude contra diferentes
isolados de E. neolycopersici. Em contraste, algumas fontes de resisténcia detectadas em Solanum
(Lycopersicon) apresentam respostas do tipo isolado-especificas (Bai et al. 2005), que sao de menor
interesse no ponto de vista do melhoramento genético. Os multiplos acessos de diferentes espécies
de Solanum (Lycopersicon) também sinaliza a potencial diversidade de genes/alelos controlando a
resisténcia a esse patdgeno. Neste contexto, os materiais genéticos identificados no presente estudo
apresentando estabilidade fenotipica representam importantes fontes de resisténcia que poderdo ser
utilizados como parentais em programas de melhoramento genético visando o desenvolvimento de

cultivares com ampla resisténcia contra isolados neotropicais de E. neolycopersici.
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Figura 1 — Acesso de Solanum habrochaites lado-a-lado com acessos altamente suscetiveis ao
fungo Erysiphe neolycopersici. (A) Solanum lycopersicum ‘Ponderosa’ (suscetivel, a esquerda) ao
lado S. habrochaites ‘CNPH 1112°, livre de doenca (a direita); (B) Solanum lycopersicum
‘Ponderosa’ totalmente atacado pela doenga (a esquerda) ao lado do hibrido interespecifico entre
S. lycopersicum ‘Ponderosa’ x S. habrochaites ‘CNPH 1772’ (a direita) se mostrando altamente
resistente. Fotos: Stéfani dos Santos Leite
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Figura 2 — (A) Acesso de Solanum peruvianum ‘CNPH 1277 apresentando reacdo de
hipersensibilidade ao fungo Erysiphe neolycopersici. (B) Acesso de S. peruvianum apresentando
lesdes locais necroticas ¢ com baixa evolugdo do patdgeno na lamina foliar. Fotos: Stéfani dos
Santos Leite



1222

1223
1224
1225
1226

98

Figura 3 — Reacdo de Solanum pennellii ‘CNPH 0409’ ao fungo Erysiphe neolycopersici (A)
Presenga de lesdo locais (seta) restritas aos sitios de inoculacao artificial. (B) Parcela com plantas
de S. pennellii ‘CNPH 0409’ totalmente recuperadas do patdogeno 30 dias apds inoculacao. Fotos:
Stéfani dos Santos Leite
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Figura 4 — Reacao de hibridos interespecificos (Solanum lycopersicum x S. habrochaites) ao fungo
Erysiphe neolycopersici (A) lesdes locais provenientes de infeccdo natural no hibrido S.
lycopersicum ‘Ponderosa’ X S. habrochaites ‘CNPH 1772’; (B) Lesdes locais € esparso crescimento
micelial em foliolos do hibrido S. lycopersicum ‘Santa Clara’ x S. habrochaites ‘CNPH 0929°.
Fotos: Stéfani dos Santos Leite
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Tabela 1 — Analise conjunta de 174 acessos ¢ oito hibridos interespecificos experimentais do género Solanum (sec¢do Lycopersicon)
avaliados em trés ensaios contra isolados de Erysiphe neolycopersici. Avaliagdes foram conduzidas aos 15 e 30 dias apds a inoculacao

(DAI).

Caodigos acessos Espécie Solanum (Lycopersicon) Origem / Pedigree 15 DAI* Classe de reagao? 30 DAI! Classe de reagdo?
CNPH 0201 S. peruvianum LA444-1 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0410 S. chilense LA1967 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0417 S. habrochaites Pl 126449 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0420 S. habrochaites PI 127826 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0421 S. habrochaites Pl 127827 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0423 S. habrochaites Pl 134417 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0424 S. habrochaites Pl1 134418 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0933 S. corneliomullerie LA1677 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1034 S. habrochaites Hortus Botanicus (Holanda) 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1112 S. habrochaites Origem desconhecida 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1121 S. habrochaites L03683 (AVRDC) 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1122 S. habrochaites L03684 (AVRDC) 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1146 S. chilense LA1932 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1237 S. corneliomulleri LA1292 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1286 S. habrochaites PI 251304 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1287 S. habrochaites Pl 126445 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1290 S. habrochaites P1 126449 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1450 S. arcanum LA1395 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1473 S. corneliomulleri LA2981 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 1773 S. habrochaites LA1353 0,00 f Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0421 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 0,00 f Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0417 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 0,00 f Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0929 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 0,00 f Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 1772 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 0,00 f Sl 0,00 f Sl
CNPH 0409 S. pennellii LA716 12,50 f AR 0,00 f Sl
Ponderosa x CNPH 0421 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 16,67 ¢ AR 0,00 f Sl
Ponderosa x CNPH 0929 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 20,83 e AR 25,00 e AR
Ponderosa x CNPH 0417 S. lycopersicum x S. habrochaites Hibrido interespecifico 20,83 e AR 25,00 e AR
CNPH 1288 S. habrochaites PI 247087 20,83 ¢ AR 0,00 f Sl
CNPH 0605 S. peruvianum WYR 3611 20,83 ¢ AR 16,67 f AR
CNPH 0928 S. habrochaites WYR 3951 20,83 ¢ AR 0,00 f Sl



CNPH 1277
Ponderosa x CNPH 1772
CNPH 1772
CNPH 0929
CNPH 1467
CNPH 1194
CNPH 1461
CNPH 1438
CNPH 1443
CNPH 0931
CNPH 1435
CNPH 0937
CNPH 1436
CNPH 0935
CNPH 0798
CNPH 1466
CNPH 1439
CNPH 0936
CNPH 1460
CNPH 1459
CNPH 0610
CNPH 0940
LT 05
CNPH 1468
CNPH 1017
CNPH 1036
CNPH 1010
CNPH 0402
CNPH 1015
CNPH 1046
CNPH 1448
CNPH 0418
CNPH 1528
CNPH 1379
CNPH 1281
CNPH 1297

. peruvianum

lycopersicum x S. habrochaites

. habrochaites
. habrochaites

arcanum

. peruvianum
. huaylasense
. corneliomulleri
. corneliomulleri
. peruvianum
. corneliomulleri
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum

arcanum

. peruvianum

. peruvianum

. corneliomulleri
. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. lycopersicum

arcanum

. lycopersicum
. peruvianum

. lycopersicum
. peruvianum

. lycopersicum
. lycopersicum
. huaylasense
. pimpinellifolium
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

PI 128660

Hibrido interespecifico
LA0407

WYR 7924

LA2185

CGO 8200

LA1982

LAO444

LA1331

LA1270

LAO0107

LA385

LA0153

WYR 3957

LA1616

LA2172

LA0454

LA111

LA1973

LA1954

var. dentatum
LA1113-3

LT 05

LA2328

OHIO 12

Hortus Botanicus Holanda
TX 443/RT

PI 128659/80

IPA-5 x PU8105
HAWAII 7998
LA1365

PI 126925

LA3342

Longa Vida Gene Rin
PR18-4

LSM - H34 (JH - PCGP)01/00

20,83 ¢
25,00¢e
2500e
2500e
29,17
29,17
29,17
29,17e
29,17e
29,17e
41,67d
41,67d
45,83d
45,83d
45,83d
50,00d
50,00d
54,17 c
66,67 c
70,83 ¢
70,83 ¢
70,83 ¢
70,83 ¢

75,00 c
79,17 b

79,17b
79,17b
79,17b

79,17b
83,33 a

83,33 a
83,33 a
83,33 a
87,50 a
87,50 a
87,50 a

AR
AR
AR
AR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MR
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

25,00 e
25,00¢e
0,00 f
0,00 f
0,00 f
20,83 e
0,00 f
25,00 e
29,16 e
50,00d
50,00d
41,66d
20,83 ¢
29,16 ¢
41,67d
0,00 f
54,16 ¢
70,83 ¢
0,00 f
29,17e
75,00 ¢
75,00 ¢
70,83 ¢
50,00d
91,66 a
75,00 c
87,50 a
100,00 a
100,00 a
91,67 a
0,00 f
100,00 a
91,67 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a

AR
AR
Sl
Sl
Sl
AR
Sl
AR
MR
MR
MR
MR
AR
MR
MR
Sl
MS
MS
Sl
MR
MS
MS
MS
MR
AS
MS
AS
AS
AS
AS
Sl
AS
AS
AS
AS
AS

101



LAM 374
LT 06 SW
CNPH 1465
CNPH 1187
CNPH 0941
CNPH 1472
CNPH 1525
CNPH 1464
CNPH 1013
CNPH 1520
CNPH 1453
CNPH 0881
CNPH 1452
CNPH 1516
CNPH 1446
CNPH 1456
CNPH 1242
CNPH 0782
CNPH 0785
CNPH 1301
CNPH 1018
CNPH 1197
CNPH 1136
CNPH 1132
CNPH 1102
CNPH 1101
CNPH 1159
CNPH 1553
CNPH 1545
CNPH 1540
CNPH 1556
CNPH 1530
CNPH 1469
CNPH 0123
TY KING 71
TIL 95-1

. lycopersicum
. lycopersicum

arcanum

. lycopersicum
. peruvianum
. peruvianum
. lycopersicum

arcanum

. lycopersicum

. lycopersicum

. pimpinellifolium
. lycopersicum

. pimpinellifolium
. lycopersicum

. huaylasense

. corneliomulleri
. lycopersicum

. peruvianum

. peruvianum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. pimpinellifolium
. lycopersicum

arcanum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

LAM 374

LT 06 SW
LA2163
Linhagem “Jointless1”
1D 8623
LA2964
LA3122
LA2157

IPA-5 x PU 8105
LA3038
LA1626

LS 3846
LA1609
LA3912
LA1360
LA1937

Super Steak F1
CGO 6708
CGO 6712

LV 7154

Ohio 12

7268 Santa Rita
Cherry SAB-LN
Botu-13
AF-875 F1
AF-799 F1
Oregon Star
LA3030
LA2448
LA1800
LA2934 =PI 126430
LA3045
LA2553

uC 134

TY King F1
TIL 95-1

87,50 a
87,50 a
87,50 a
87,50 a
87,50 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
91,67 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

100,00 a
95,83 a
87,50 a
95,83 a

100,00 a

100,00 a
95,83 a
33,33d
95,83 a
91,67 a

0,00 f

100,00 a
45,83d
91,67 a

0,00 f
95,83 a
95,83 a

100,00 a
95,33 a

100,00 a
83,33 a
91,67 a

100,00 a

100,00 a

100,00 a
95,33 a

100,00 a
95,83 a
91,66 a
87,50 b
91,67 a
91,67 a
95,83 a

100,00 a

100,00 a
87,50 b

102



CNPH 1536
CNPH 1527
CNPH 0783
CNPH 1524
CNPH 1544
CNPH 1517
CNPH 1552
CNPH 0925
CNPH 1434
CNPH 1378
CNPH 1347
CNPH 1437
CNPH 1442
CNPH 1440
CNPH 1008
CNPH 1195
CNPH 1143
CNPH 1107
CNPH 1198
CNPH 1264
CNPH 1250
CNPH 1233
CNPH 1445
CNPH 1444
CNPH 1457
CNPH 1447
CNPH 1463
CNPH 1462
CNPH 1324
CNPH 1084
CNPH 1306
CNPH 0786
CNPH 1551
CNPH 1550
CNPH 1549
CNPH 1555

. lycopersicum

. lycopersicum

. peruvianum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. pimpinellifolium
. corneliomulleri
. lycopersicum

. lycopersicum

arcanum

. corneliomulleri
. corneliomulleri
. lycopersicum

. pimpinellifolium
. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

. lycopersicum

arcanum

. corneliomulleri
. corneliomulleri
. huaylasense

arcanum
arcanum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. peruvianum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

LA2531A
LA3472
CGO 6707
LA3119
LA2449
LA3841
LAQ516
LA1614
LA0103
TX 472
TX 475
LAO441
LA1305
LA1274
BHRS 2,3
CGO 7650
Tetéia
Irazu F1
Landrace
Cuore di Bue Grosso
TY 198
Americano
LA1351
LA1339
LA1945
LA1364
LA2152
LA1984
TX 401-08
IPA-5
Linhagem Montese F1
CGO 6713
LA2396
LA2445
LA2444
LA1792

95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

95,83 a
95,83 a
100,00 a
91,67 a
95,83 a
100,00 a
95,83 a
100,00 a
20,83 e
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
45,83d
100,00 a
79,16 c
100,00 a
100,00 a
100,00 a
95,83 a
91,67 a
100,00 a
0,00 f
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
95,83 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AR
AS
AS
AS
AS
MR
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
Sl
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

103



CNPH 1510
CNPH 1360
CNPH 1470
CNPH 0498
CNPH 1188
CNPH 1471
CNPH 1487
CNPH 1108
CNPH 1091
CNPH 1243
CNPH 1532
CNPH 1512
CNPH 1529
CNPH 1535
CNPH 1534
CNPH 1533
CNPH 1513
CNPH 1522
CNPH 1521
CNPH 1002
CNPH 1514
CNPH 1526
CNPH 1523
CNPH 1366
CNPH 1367
CNPH 1543
CNPH 1548
CNPH 1547
CNPH 1546
CNPH 1542
CNPH 1538
CNPH 1537
CNPH 1380
CNPH 1541
CNPH 1511
CNPH 1539

W »mw nmw nmnmnm O nm N NN nmnND N O nmonononnonononononnnononononnnonononm

. lycopersicum
. lycopersicum
. peruvianum

. lycopersicum
. lycopersicum
. peruvianum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

LA2821
TX475-55-02
LA2732

UGA 1113
Linhagem “Jointless2”
LA2744

Linhagem Imigrante F1
Mountain Spring F1
Purdue 135 (Cf-4)
San Marzano Nano
LA3277

LA1021

LA3044

LA2818

LA3267

LA3273

LA3118

LA3047

LA3043

Goul Burn
LA2821

LA3129

LA3152

TXA475 -156-05
TXA475 -156-06
LA4026

LA2443

LA2446

LA2447

LA4025

LA2009

LA2706

Stevens (Mi-1.2)
LA1802

LA2838A

LA1783

100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

100,00 a
100,00 a

50,00d
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a

95,83 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a
100,00 a

AS
AS
MR
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

104



105

CNPH 1162 S. lycopersicum Calev 1 (INRA) 100,00 a AS 100,00 a AS
CNPH 1163 S. lycopersicum Belev 1 (INRA) 100,00 a AS 100,00 a AS
LAM 375 S. lycopersicum LAM 375 100,00 a AS 100,00 a AS
LT 34-TIM 11 S. lycopersicum LT 34 (TIM 11) 100,00 a AS 100,00 a AS
LA 3473 S. lycopersicum LA 3473 100,00 a AS 100,00 a AS
Viradoro S. lycopersicum Viradoro 100,00 a AS 100,00 a AS
CNPH 0878 S. lycopersicum Ponderosa 100,00 a AS 100,00 a AS

1236

1237 ndices de doenga (ID) de McKinney (1923): Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott-Knott (5%
1238 probabilidade). 2Classes de rea¢iio da doenca: 0,00% = resposta do tipo imune (SI); 0,01-25% = altamente resistente (AR); 25,01-50% = medianamente resistente (MR); 50,01—
1239 75% = medianamente suscetivel (MS); 75,01-100% = altamente suscetivel (AS). Escala adaptada de Reis et al. (2004).
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Tabela 2 — Estabilidade contra a um isolado de Erysiphe neolycopersici de 41 acessos (incluindo duas testemunhas suscetiveis:
‘Viradoro’ e Ponderosa ‘CNPH 0878”) e de oito hibridos interespecificos experimentais do género Solanum (sec¢ao Lycopersicon) que
se mostraram como promissoras fontes de resisténcia a esse patdgenos em um ou mais ensaios preliminares. Avaliagdes foram
conduzidas aos 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo (DAI). Ensaio conduzido de setembro a dezembro de 2022.

Acessos Espécie Solanum (Lycopersicon) 15 DAI'  Classe de reacéo’ 30 DAI'  Classe de reacéo’
CNPH 1443 S. corneliomulleri 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1438 S. corneliomulleri 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1445 S. arcanum 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1450 S. arcanum 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1448 S. huaylasense 0,00d Sl 0,00 f Sl
CNPH 1288 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1287 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1290 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1436 S. peruvianum 0,00d Sl 0,00 f Sl
CNPH 1434 S. corneliomulleri 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1772 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0417 S. lycopersicum x S. habrochaites 0,00d Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0421 S. lycopersicum x S. habrochaites 0,00d Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 1772 S. lycopersicum x S. habrochaites 0,00d Sl 0,00 f Sl
Santa Clara x CNPH 0929 S. lycopersicum x S. habrochaites 0,00d Sl 0,00 f Sl
CNPH 1460 S. corneliomulleri 0,00d SI 20,83 d AR
CNPH 1459 S. peruvianum 0,00d Sl 0,00 f Sl
CNPH 1466 S. arcanum 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1473 S. corneliomulleri 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1467 S. arcanum 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0409 S. pennellii 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0410 S. chilense 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0929 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0928 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0417 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0421 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0420 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0424 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 0423 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1121 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1112 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f Sl
CNPH 1237 S. corneliomulleri 0,00d SI 0,00 f N
CNPH 1122 S. habrochaites 0,00d SI 0,00 f N
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CNPH 0201 S. peruvianum 0,00d S 0,00 f Sl
CNPH 1034 S. habrochaites 0,00d Sl 0,00 f Sl
Ponderosa x CNPH 0929 S. lycopersicum x S. habrochaites 12,50 ¢ AR 12,50 e AR
Ponderosa x CNPH 0421 S. lycopersicum x S. habrochaites 12,50 ¢ AR 0,00 f Sl
Ponderosa x CNPH 0417 S. lycopersicum x S. habrochaites 12,50 ¢ AR 16,67 e AR
Ponderosa x CNPH 1772 S. lycopersicum x S. habrochaites 16,67 ¢ AR 25,00d AR
CNPH 0933 S. corneliomulleri 16,67 ¢ AR 0,00 f Sl
CNPH 1194 S. peruvianum 20,83b AR 41,66 c MR
CNPH 1461 S. huaylasense 20,83b AR 25,00d AR
CNPH 1277 S. peruvianum 20,83b AR 25,00d AR
CNPH 1447 S. huaylasense 20,83b AR 0,00 f Sl
CNPH 1453 S. pimpinellifolium 25,00b AR 58,33 b MS
CNPH 0935 S. peruvianum 25,00b AR 25,00d AR
CNPH 0605 S. peruvianum 25,00b AR 25,00d AR
Viradoro S. lycopersicum 91,67 a AS 100,00 a AS
Ponderosa ‘CNPH 0878’ S. lycopersicum 95,83a AS 100,00 a AS

1245

1246 indices de doenca (ID) de McKinney (1923): Valores seguidos pela mesma letra mintscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott-Knott (5%

1247 probabilidade). 2Classes de reagiio da doenga: 0,00% = resposta do tipo imune (SI); 0,01-25% = altamente resistente (AR); 25,01-50% = medianamente resistente (MR); 50,01—
1248 75% = medianamente suscetivel (MS); 75,01-100% = altamente suscetivel (AS). Escala adaptada de Reis et al. (2004).

1249



1250

1251

1252

1253

1254

1255

1256

1257

1258

1259

1260
1261
1262
1263

1264

1265

1266

1267

1268

1269

1270

1271

108

CAPITULO IV

Confirmacédo morfologica e molecular de Leveillula taurica subclado 1a
como o agente causal do oidio abaxial do tomateiro e outras espécies de
Solanaceae no Brasil

Formatado para — Journal of Plant Pathology
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RESUMO

O “oidio abaxial” ¢ uma doenca que afeta o tomateiro (Solanum lycopersicum) e uma ampla gama de
hospedeiras da familia Solanaceae. Essa doenca tem sido atribuida mundialmente ao fungo Leveillula
taurica. A ocorréncia de L. taurica (sensu lato) tem sido registrada no Brasil em tomateiro desde o
final da década de 1980. No entanto, nenhuma caracterizacdo molecular de oidio abaxial de
Solanaceae no Brasil se encontra disponivel no GenBank até o presente momento. O objetivo do
presente trabalho foi conduzir avaliacbes morfolégicas e morfométricas bem como anélises
moleculares para confirmar o(s) agente(s) causal/causais do “oidio abaxial” em espécies de
Solanaceae no Brasil. Oito isolados associados com o “oidio abaxial” foram coletados em plantas de
tomateiro, Capsicum annuum, C. frutescens e jil9, entre outubro de 2022 a janeiro de 2023. Todas as
caracteristicas e sintomas observados corresponderam ao L. taurica (sensu lato). Para confirmar a
identificacdo e alocag¢do taxondmica dos isolados brasileiros de Solanaceae, ensaios de PCR foram
conduzidos com um par de iniciadores direcionados para a regido rDNA ITS de membros da ordem
Erysiphales. A analise filogenética indicou que todos os isolados pertencem a espécie L. taurica
(subclado 1a). Os sintomas foram mais severos em condi¢des de cultivo protegido. No entanto,
mesmo durante a estacdo chuvosa e em condi¢cdes campo aberto, todas as plantas hospedeiras
apresentavam altos niveis da doenca. Sabendo que este patdgeno possui ampla gama de hospedeiras,

0 controle mais recomendado ¢ a utilizacdo de cultivares resistentes.
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ABSTRACT

The “abaxial powdery mildew” is a disease that affects tomato (Solanum lycopersicum) and a wide
range of hosts in the Solanaceae family. This disease is attributed worldwide to the fungus Leveillula
taurica (sensu lato). The occurrence of L. taurica (sensu lato) has been recorded on Brazil in tomatoes
plants since the late 1980s. However, no molecular characterization of the “abaxial powdery mildew”
in Solanaceae in Brazil is currently available in GenBank. The objective of the present work was to
conduct morphological and morphometrical evaluations and molecular analyzes to confirm the causal
agent(s) of the “abaxial powdery mildew” in Solanaceae species. Eight fungal isolates associated with
“abaxial powdery mildew” were collected from tomato plants, Capsicum annuum, C. frutescens, and
scarlet eggplant, between October 2022 and January 2023. All observed symptoms as well as
morphological and morphometrical characteristics corresponded to L. taurica (sensu lato). To
confirm the identification and taxonomic allocation of the Brazilian Solanaceae isolates, PCR assays
were conducted with a pair of primers targeting the rDNA ITS region of members of the order
Erysiphales. Phylogenetic analysis indicated that all isolates belong to L. taurica (subclade 1a).
Symptoms were more severe under protected cultivation conditions. However, even during the rainy
season and under open-field conditions, all host plants displayed high disease levels. Knowing that

this pathogen has a wide range of hosts, the most recommended control is the use of resistant cultivars.
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INTRODUCAO

A familia Solanaceae, contém cerca de 2.700 espécies, incluindo algumas com elevado valor
econdmico, como o tomateiro (Solanum lycopersicum L.), o jil6 (Solanum aethiopicum var. gilo L.),
0 pimentdo (Capsicum annuum L.) e as pimentas (Capsicum spp.) (Doganlar et al. 2002; Olmstead e
Bohs 2006; Weese e Bohs 2007). Os genomas das espécies vegetais dessa familia, sdo altamente
conservados (Doganlar et al. 2002; Andolfo et al. 2021), e em consequéncia disso, diversas doengas
causadas por bactérias, virus, nematoides e fungos sdao comuns a diferentes espécies hospedeiras

(Kurozawa e Pavan 2005; Andolfo et al. 2021).

Dentre as doengas fngicas, o “oidio abaxial” € uma das mais importantes afetando os cultivos
do tomateiro, do jilo e de espécies do género Capsicum no Brasil. Essa doencga ocorre nos cultivos a
campo e principalmente em condicdes de cultivo protegido (Reis et al. 2005a). Os sintomas causados
se manifestam principalmente nas folhas, onde sdo formadas lesbes amarelas de formato
eventualmente angulares na face adaxial com a presenca de um crescimento pulverulento branco ou
acinzentado na face abaxial. Dependendo da severidade da doenca e condi¢cbes ambientais essas
lesbes podem ndo ser facilmente detectadas (Stadnik 2001). Com o progresso da doenga, as areas
foliares afetadas transformam-se em lesdes necroticas e, em condicdes de ataques muito severos,
podem coalescer e ocasionar seca e/ou senescéncia prematura das folhas (Stadnik 2001; Reis et al.

2005a; Reis e Lopes 2012).

O “oidio abaxial” pode ocasionar perdas a producao que podem chegar a 31% em cultivos do
tomateiro durante a estacdo seca em plantacGes em campo aberto e 40% em Capsicum em cultivo
protegido (Guzman-Plazola et al. 2003; Blat et al. 2005). A disseminacdo da doenca em campo aberto
se da principalmente pelo vento e, em cultivo protegido, pode ser disseminada através de correntes
de ar e pelos tratos culturais (Stadnik, 2001). As condi¢bes de temperatura étimas para o

desenvolvimento da doenca estdo em torno de 26 °C e umidade relativa de 70-80%, porém a infec¢éo
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ainda pode ocorrer em temperaturas entre 10 e 33 °C, mesmo ndo havendo filme de &gua na superficie
da planta, desde que com alta umidade relativa do ar. Dias quentes e secos com noites frias e Umidas

favorecem o desenvolvimento da doenca (Agrios 2005; Clemente e Boiteux 2012).

O “oidio abaxial” no Brasil e no mundo tem sido atribuido ao fungo biotrofico Leveillula
taurica (Lév.) Arn. (sensu lato) e as suas sinonimias anamérficas (Oidiopsis haplophylli Rulamort;
O. sicula Scalia e O. taurica Salmon). Dos 17 géneros da familia Erysiphaceae, apenas Leveillula e
outros trés exibem caracteristicas de endoparasitismo (Takamatsu 2013; Takamatsu et al. 2016).
Leveillula taurica (sensu lato) foi considerado inicialmente como agente causal atipico devido a
ampla gama de hospedeiras que se estende por 74 familias, 390 géneros e 1000 espécies (Braun,
1980; Palti 1988), mais as hospedeiras agricolas mais importantes pertencem a familia Solanaceae
(Palti 1988). No entanto, especializagdes hospedeiras tém sido observadas (Braun, 1980), sugerindo
um complexo de espécies. De fato, mais recentemente, analises filogenéticas usando a diversidade de
sequencias do rDNA ITS foi utilizada para a identificacdo de isolados de L. taurica (lato sensu). Estes
estudos indicaram uma enorme diversidade intraespecifica, sugerindo que L. taurica (lato sensu)
envolve um complexo de espécies que sao dificilmente distinguiveis exclusivamente pela morfologia

(Khodaparast et al. 2001; Khodaparast 2007; Takamatsu et al. 2016; Meeboon et al. 2018).

Leveillula taurica (sensu lato) € um patégeno cosmopolita e seu primeiro registro formal no
Brasil foi feito em tomateiro, no Estado de S&o Paulo (Kurozawa e Ueno, 1987) e em pimentdo no
Distrito Federal (Boiteux etal. 1994). No entanto, desde os primeiros relatos deste patdgeno no Brasil,
as novas abordagens taxondmicas que subdividiram o anteriormente monotipico género Leveillula
em dez distintos clados/espécies (Khodaparast et al. 2001; Khodaparast 2007; Takamatsu et al. 2016;
Meeboon et al. 2018) ndo foram aplicadas na caracterizacdo de isolados brasileiros. De fato, até o
presente momento, nenhuma caracterizacdo molecular de isolados de agentes causais de “oidio

abaxial” de  Solanaceae no Brasil se encontra  disponivel no  GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi conduzir estudos
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de morfologia/morfometria em combinacdo com andalises moleculares para confirmar os agentes
etioldgicos do “oidio abaxial” do tomateiro, de espécies do género Capsicum e do jilo (S. aethiopicum

var. gilo) nas condigdes brasileiras.

MATERIAL & METODOS

Local — Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento Genético e nas casas de
vegetacdo da Embrapa Hortalicas, localizada na zona rural da Ponte Alta, em Brasilia—DF, a
15°56°00” latitude sul, 48°08°00” longitude oeste e altitude 997,6 m. As prepara¢des microscopicas

foram feitas no Laboratério de Micologia da Universidade de Brasilia — UnB.

Isolados de agentes causais do oidio abaxial do tomateiro, Capsicum e jil6 — No periodo de
outubro de 2022 a janeiro de 2023, foram coletados oito isolados de plantas exibindo sintomas
caracteristicos de L. taurica: trés de tomateiros (S. lycopersicum), dois de jilo (S. aethiopicum var.
gilo), e trés afetando espécies de Capsicum. A maioria dos isolados foi proveniente de regides
produtoras do Distrito Federal, sendo apenas um isolado de Pernambuco, Regido Nordeste do Brasil
(Tabela 1). A amostragem das folhas de tomateiros e jilo foi realizada em cultivos a campo aberto
na estacdo chuvosa da regido (outubro a marco) (INPE 2023), e em Capsicum foi em casa de
vegetacdo no mesmo periodo. Imediatamente apds a coleta, os fungos foram concomitantemente
processados em laboratorio para caracterizacdo morfologica/morfométrica e para purificacdo do

DNA genbémico dos isolados.

Caracterizacdo morfologica e morfometrica do patdégeno — A caracterizacao morfoldgica do fungo
foi feita a partir de coldnias intimamente associadas as les6es. Essas foram examinadas e fotografados
sob lupa estereomicroscopica Leica (M205C) acoplada a uma camera (Leica DFC 295). Com auxilio
de agulha histoldgica e fita adesiva transparente, as estruturas do patégeno foram coletadas dos
tecidos, depositados em agua sobre lamina/laminula e imediatamente visualizadas e fotografadas em

microscopio de luz Leica 2500 acoplado com camera digital (Leica DFC 490). As observagdes foram
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feitas com relacdo ao tamanho, forma e cor dos conidios, além do comprimento e ramificacdo dos
conididéforos. As estruturas observadas foram comparadas e discutidos com a literatura especializada
(Stadnik 2001; Reis e Lopes 2012; Reis et al. 2005a). Para cada caracteristica, 10 a 30 medicGes

foram obtidas, e os resultados foram relatados como intervalo minimo—maximo.

Extracido de DNA dos isolados de agentes causais do “oidio abaxial” do tomateiro, Capsicum e
jil6 — Para confirmar a identificacdo dos agentes causais, oito amostras dos isolados de agentes
causais do oidio abaxial foram analisadas no presente trabalho (Tabela 1). O DNA dos isolados dos
fungos associados com o oidio abaxial foi extraido de acordo com a metodologia proposta por Boiteux
et al. (1999). Em tubos (2 mL) esterilizados contendo seis esferas de zirconio (Bertin Technologies,
France), foi adicionado 750 uL de tampéo de extragdo CTAB [500 mM Tris pH 8.0, 1.4 M NacCl, 2%
(w/v) CTAB, 0.2% sulfito de sédio, 20 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)]. Uma porcao
de estruturas do patogeno foi “raspada” diretamente do tecido foliar e transferido para os tubos. Em
seguida as amostras foram homogeneizadas no Precellys® (Precellys™ 24 Control Device, Bertin
Technologies, France) a 5000 rpm em dois ciclos de 30 segundos. As amostras foram levadas ao
banho-maria (65 °C) por 10 minutos e em seguida deixadas em resfriamento (a temperatura ambiente)
por 3 minutos. Apds esse periodo foi adicionado 750 uL de clorofila [24 cloroformio:1 alcool
isoamilico (v/v)], sendo a solucdo homogeneizada vigorosamente agitador (vortex) por 30 segundos.
As amostras foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente foi coletada 600 puL do
sobrenadante, este foi transferida para tubos de micro centrifuga (2 mL) e adicionado 300 uL de
isopropanol gelado. As amostras foram homogeneizadas lentamente com a mao e novamente levadas
para centrifuga a 12.000 rpm por 13 minutos. Por fim, foi descartado o sobrenadante e o pellet foi
cuidadosamente lavado com etanol a 70%. Em seguida as amostras foram mantidas em camaras de
fluxo laminar para secagem por 20 minutos. Em seguida as amostras foram mantidas em estufa a

37°C por 15 minutos para secagem do DNA. Para a ressuspensio do DNA, 50 uL de tampdo TE (Tris
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10mM, EDTA, 1mM) foi adicionado as amostras, sendo posteriormente mantidas a 4°C por duas

horas e depois armazenadas em freezer (-12 °C).

Amplificacdo via PCR da regido rDNA ITS (internal transcribed spacer) usando primers
universais para membros da ordem Erysiphales — O DNA purificado foi usado como modelo em
ensaios de PCR com um par de iniciadores direcionados a regido do espacador transcrito interno (ITS)
dos isolados de Erysiphales PM ITS 1 (5°-TCG GAC TGG CCY AGG GAG A-3’) e PMITS 2 (5°—
TCA CTC GCC GTT ACT GAG GT-3’) (Takamatsu e Kano, 2001; Cunnington et al. 2003). Para a
Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR), foi avaliada a qualidade do DNA extraido, em gel de agarose
1,5% em tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1m coradas com UniSafe® Dye Nucleic Acid Stain
Solution (20.000x) e observadas em fotodocumentador BioRad® Gel Doc XR. Os ensaios de PCR
foram realizados utilizando termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler, 0,2 mL. Todas as reac6es
de PCR foram realizadas em um volume final de 50 pL, contendo 33,4 puL de agua Milli-Q; 5 pL de
Buffer 10 X; 6 uLL de MgCly; 0,4 uL de dNTPs (10 mM); 1 uL de cada primer (10mM); 0.2 puL de
Taq DNA polimerase ¢ 3 uL. de DNA. As condi¢Ges de amplificacdo da regido ITS, incluiram um
ciclo de desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos; seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 45 segundos, extensdo a 72 °C por 2 minutos, extensao final a 72 °C por 7
minutos seguido por 10 °C (). Ap6s a amplificacdo, os produtos da PCR foram visualizados
novamente em gel de agarose a 1,5%, e tampao TAE para verificacdo da qualidade. As amostras de
boa qualidade foram purificadas com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, seguindo as
instrucdes do fabricante e levados ao Laboratério de Melhoramento genético da Embrapa Hortalicas,

para sequenciamento.

Nesta primeira etapa, um subconjunto de trés isolados brasileiros com alta qualidade de sequéncia
(isto é, nucleotideos bem definidos e qualidade acima de 50), de acordo com o software Segman
(Lasergene®, Madison, WI), foi selecionado para analises moleculares. Os contigs de cada isolado

foram construidos combinando as sequéncias obtidas com os primers PMITS 1 e PMITS 2 no
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software SeqMan (Lasergene®, Madison, WI). As sequéncias da regido ITS, utilizadas para
comparagdo com os isolados deste trabalho, foram obtidas a partir de fungos representantes dos dez
clados do género Leveillula disponiveis no GenBank. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias dos isolados foram alinhadas usando o programa Geneious® 8.1.9 usando o algoritmo
ClustalW. Os contigs foram ajustados manualmente para garantir que os alinhamentos dos codons

fossem mantidos de acordo com as sequéncias de referéncia.

Anélise filogenética — As sequéncias dos isolados dos fungos utilizados no presente trabalho (ver
Figura 5) foram alinhadas com o programa Megalign Pro (Lasergene®, Madison, WI) usando o
algoritmo ClustalW. As anélises filogenéticas foram realizadas por Maxima Verossimilhanga (ML)
e Inferéncia Bayesiana (BI). As andlises foram realizadas usando as ferramentas RAXML-HCP2
v.7.0.4 (RAXML-BS; Stamatakis 2014) e MrBayes v 3.2.1 (BI-PP; Ronquist et al. 2012),

implementadas no portal CIPRES cluster (https://www.phylo.org/portal2/home.action). Clados

foram considerados com bom suporte quando RAXML-BS foi > 60, SH-aLRT > 80 e¢ BI-PP > 0.95
(Bootstrap). Para Maxima Verossimilhanca (ML), os parametros utilizados foram: 1000
pseudoreplicatas (—m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 12,345), modelo GTR GAMMA
(Guindon et al. 2010) foi acessado utilizando 1Q-TREE v. 2.1.2 (Nguyen et al. 2015) e 0 modelo de
substituicdo evolutiva foi estimado pelo programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017). Para
Inferéncia Bayesiana (Bl), o melhor modelo evolutivo de substitui¢do foi estimado pelo “Akaike
Information Criteria” (AIC) pelo programa MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). Quatro cadeias
“Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) foram conduzidas para 5 x 107 geragdes, com amostragens
a cada 1.000 geracdes. A convergéncia de todos os parametros foi verificada usando o Tracer versao
1.5 (Rambaut & Drummond 2010) e as primeiras 25% das geracGes foram descartadas como burn-
in. Para visualizacdo das arvores foi utilizado o programa FigTree versao 1.4.3 (Rambaut 2012), que

foram editadas no software Adobe Illustrator CS6 (Adobe Systems, EUA).
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RESULTADOS

Sintomatologia na folhagem de tomateiro, espécies de Capsicum e jilé — Em campo, as plantas de
tomateiro apresentavam na face adaxial das folhas, lesdes amarelas eventualmente angulares (Fig.
l1a; 1b), as plantas de jil6 também a campo, apresentaram sintomas semelhantes aos de tomate (Fig.
2a; 2b). Em casa de vegetacdo as plantas de Capsicum também apresentavam lesdes amarelas na face
adaxial, entretanto ndo eram angulares (Fig. 3a; 3b). Além disso, foi observado um enrolamento das
folhas de Capsicum fortemente atacadas (Fig. 3c). Intimamente ligadas as lesdes adaxiais, de todas
as hospedeiras, foi observado um crescimento pulverulento, constituido de estruturas do fungo. Em
jilo (Fig. 2c) e em Capsicum (Fig. 3d; 3e) esse crescimento era branco, e em tomateiro se apresentava
acinzentado (Fig. 1c; 1d). Em algumas plantas de Capsicum se observou coldnias do patdégeno
também na face adaxial (Fig. 3f), conforme relatado por Reis et al. (2005a). Diversos fatores podem
interferir na infecg@o por L. taurica, produzindo uma variedade de reacdes em seus hospedeiros e,
com isso, diferentes tipos de sintomas (Palti 1988). De modo geral, os sintomas observados
confirmam os previamente relatados nas trés culturas (Stadnik 2001; Reis e Lopes 2012; Reis et al.

2005a).

Caracterizacdo morfologica— Nas trés plantas hospedeiras se observou as seguintes caracteristicas
estruturais abundantes nos tecidos foliares (Fig. 4a): conidiéforos longos medindo 138-411 x 9-10
um, hialinos, eretos a curvos, majoritariamente nicos, formando conidios isoladamente (Fig. 4b;
4c¢), alguns conidioforos se apresentavam subdivididos em dois ramos, (Fig. 4c; 4d). Os conidios
apresentaram dois formatos: primarios e secundarios (Fig. 4e; 4f), produzidos terminalmente,
hialinos e marrom claro (Fig. 4g). Os conidios primarios eram lanceolados com a ponta aguda (Fig.
4g), medindo 58-93 x 17-30 um. Os conidios secundarios eram de formato cilindrico a elipsoide
(Fig. 4g), medindo 93-106 x 19-23 um. Observou-se 0 tubo germinativo emergindo na extremidade
de conidios primarios (Fig. h). N&o foi observado a presenca de casmotécios (fase sexuada) do fungo

(Braun, 1980) nas plantas estudadas.



1494

1495

1496

1497

1498

1499

1500

1501

1502

1503

1504

1505

1506

1507

1508

1509

1510

1511

1512

1513

1514

1515

1516

1517

119

Amplificacéo via PCR da regido rDNA ITS - O fragmento de DNA correspondente a regido ITS
foi amplificado por PCR para os oito isolados de oidio abaxial (Tabela 1). Os ensaios de PCR com
primers especificos para Erysiphales (Kiss et al. 2001; Takamatsu 2012; Takamatsu e Kano 2001;
Khodaparast et al. 2001) produziram amplicons de igual tamanho (= 630 bp) para todos os oito

isolados (OD-084; OD-085; OD-096; OD-106; OD-108; OD-108-1; OD-125 e OD-144).

Andlise filogenética da regido rDNA ITS dos isolados de agentes causais de oidio abaxial —
Alinhamentos BLASTn das sequéncias da regido rDNA ITS de isolados brasileiros de agentes causais
do oidio abaxial obtidos das hospedeiras Solanaceae indicaram 100% de identidade entre si e com
um grande namero de isolados de L. taurica (subclado 1a). Analises de maxima verossimilhanca
foram realizadas com membros dos diferentes clados do género Leveillula (Fig. 5). Todos os isolados
associados com o oidio abaxial do tomateiro, Capsicum e jilo foram agrupados com as sequéncias de
referéncia de L. taurica (subclado 1a) (acesso GenBank AB667883, Meeboon et al. 2018) com

elevados valores de suporte (Fig. 5).

DISCUSSAO

Os isolados de “oidio abaxial” foram obtidos em cultivos de tomate e jil6 em condicdes de
campo aberto e em espécies Capsicum sob cultivo protegido. Todos os sintomas observados nas
plantas hospedeiras, bem como as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos isolados,
corresponderam as relatadas para a espécie L. taurica (Clerk e Ayesu-Offei 1967; Palti 1988; Reis et
al. 2005b; Khodaparast et al. 2007; Reis et al. 2021). Analises filogenéticas usando a diversidade de
sequencias da regido englobando a regido rDNA ITS desses isolados indicaram uma enorme
diversidade intraespecifica, sugerindo a presenca de um complexo de espécies que sao dificilmente
distinguiveis exclusivamente pela morfologia (Khodaparast et al. 2001; Khodaparast 2007;

Takamatsu et al. 2016; Meeboon et al. 2018).
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No Brasil, a ocorréncia de L. taurica (sensu lato) tem sido registrada no tomateiro e em
pimentdo desde o final da década de 1980 e inicio de 1990 (Kurozawa e Ueno, 1987; Boiteux et al.
1994). No entanto, desde os primeiros relatos deste patdgeno no Brasil, essas novas analises
taxondmicas que subdividiram o anteriormente monotipico género Leveillula em dez distintos
clados/espécies No entanto, essas novas analises taxonémicas que subdividiram o anteriormente
monotipico género Leveillula em dez distintos clados/espécies (Khodaparast et al. 2001; Khodaparast
2007; Takamatsu et al. 2016; Meeboon et al. 2018) ndo foram ainda aplicadas na caracterizacdo de
isolados brasileiros desses patdgenos. De fato, nenhuma caracterizacdo molecular de isolados de
agentes causais de oidio abaxial de Solanaceae no Brasil se encontra disponivel no GenBank até o
presente momento. A anélise filogenética usando informac¢ao de sequéncia da regido rDNA ITS de
trés isolados do oidio abaxial em quatro espécies hospedeiras indicou que todos pertencem a espécie

L. taurica (subclado 1a).

Os cultivos das plantas hospedeiras amostradas no presente trabalho estavam sendo
conduzidos em condicGes de forte influéncia dos fatores ambientais, tais como: vento, luz solar e
chuva. Os conidios de L. taurica ndo germinam bem em agua, e quando submersos, dificilmente
conseguem emitir tubo germinativo, além de nao sobreviverem por mais de 24 horas (Corner 1935).
Ainda assim a doenca se mostrou severa mesmo quando mesmo sob forte incidéncia de chuvas,
apresentou altos niveis de esporulacdo (Fig. 1d; 2c). 1sso ocorreu, possivelmente, em virtude da
esporulacdo de L. taurica ocorrer na face abaxial das folhas, o que favoreceu a sobrevivéncia do
patdgeno, em campo, reduzindo o impacto direto das gotas de chuva sobre as coldnias, impedindo
assim, que o patdgeno seja “lavado” dos tecidos e consequentemente diminuindo o seu controle (Reis
et al. 2021). Esse efeito ndo é observado nos cultivos de Capsicum conduzidos em casa de vegetacao
com irrigacdo via gotejamento, sendo este um ambiente extremamente favordvel para o
desenvolvimento de L. taurica (Reis et al. 2005b; Wspanialy e Moussa 2016; Reis et al. 2021) pois

além de haver baixa influéncia ambiental sobre o patégeno, oferece condi¢cdes de umidade, luz e
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irrigacdo ideais para seu desenvolvimento. Isso é percebido nas plantas de espécies de Capsicum
apresentam maior severidade de sintomas quando comparadas com as plantas de tomate e jil6 acampo

(Fig. 1d; 2c; 3a).

Sabendo que L. taurica (subclado 1a) é uma espécie cosmopolita e com uma ampla gama de
hospedeiras (Reis et al. 2005b; Kusch et al. 2020), os métodos de controle mais recomendados
envolve um rigoroso controle cultural, efetuando 0 manejo de plantas daninhas e plantas voluntérias
hospedeiras dentro e proximas as areas de cultivo. Um método de controle alternativo e controverso
envolve a utilizacdo durante o periodo seco sistemas de irrigacdo por aspersdo uma vez que a agua
desaloja os esporos das folhas (Reis et al. 2005b), mas pode favorecer outros patdgenos. Atualmente
0 controle quimico dessa doenca € 0 método mais utilizado entre produtores, e no Brasil, alguns
produtos a base de carboxamida, estrobilurina e triazol sdo registrados para a cultura do tomate,

pimentéo e jilo (AGROFIT 2023).

No entanto, estratégias de controle baseadas exclusivamente no controle quimico néo € a
melhor medida em termos de custo de producéo e efeitos ambientais negativos. Em Capsicum, niveis
de resisténcia adequados foram identificados em acessos de trés espécies (C. baccatum, C.
chinense e C. frutescens) (Souza e Café-Filho 2003). Embora cultivares resistentes a esse patdgeno
ndo estejam ainda disponiveis no mercado brasileiro, fontes de resisténcia genética ja foram
detectadas em acessos de tomateiro silvestres do género Solanum (sect. Lycopersicon) e podem ser
mobilizadas via melhoramento genético convencional para cultivares elite de tomateiro. A fonte de
resisténcia a L. taurica de maior interesse para 0 melhoramento genético foi relatada em um acesso
da espécie silvestre S. habrochaites, sendo conferida pelo gene dominante Lv localizado no
cromossomo 12 (Chunwongse et al. 1994). Por outro lado, buscas por cultivares resistentes de jilo

ainda necessitam ser conduzidas.
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1700 Tabela 1 — Oito isolados de Leveillula taurica utilizados no presente estudo: cddigo do isolado,
1701  agente causal, espécie hospedeira original, regido da coleta, cidade/estado e ano de coleta. Os trés
1702  isolados assinalados em negrito foram incluidos nas andlises filogenéticas usando informacdo da

1703  regido rDNAITS.

colado . Agente causal origmal ool estado, coleta
OD-084 Leveillula taurica Tomateiro (6{0)] Ponte Alta-DF 2022
OD-085 Leveillula taurica Pimentéo (6{0)] Ponte Alta-DF 2022
OD-096 Leveillula taurica Jilo Cco Ceilandia-DF 2022
OD-106 Leveillula taurica Tomateiro CoO Ponte Alta-DF 2022
OD-108 Leveillula taurica Tomateiro CoO Ponte Alta-DF 2022
OD-125 Leveillula taurica Pimentdo NE Ché Grande-PE 2022
0OD-143 Leveillula taurica Jilo CoO Brazlandia—DF 2022
OD-152 Leveillula taurica Pimenta CO Ponte Alta-DF 2022

1704  Macrorregides de coleta: CO= Centro-Oeste; NE= Nordeste; SE= Sudeste; S= Sul.
1705

1706



1707
1708

1709

Tabela 2 — Lista de isolados de agentes causais de oidios abaxiais empregados nas analises

filogenéticas.
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Espécie fungica Hospedeira GenBank # Referéncia

Leveillula taurica Tropaeolum majus MT472006 Xiao et al. (2021)

L. taurica T. majus AY912077 Fayette et al. (2016)

L. taurica Capsicum annuum MT472005 Xiao et al. (2021)

L. taurica C. annuum KU886148 Garcia-Gaytan et al. (2016)
L. taurica C. annuum JQ885445 Xiao et al. (2021)

L. taurica Astragallus sp. AB044992 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Cirsium arvense AB044991 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Echinops pungens AB667871 Khodaparast et al. (2012)
L. taurica Hyoscyamus sp. AB667876 Khodaparast et al. (2012)
L. taurica Impatiens sp. AB045003 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Medicago sativa AB044994 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Onobrychis viciafolia AB044993 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Zygophyllum atriplicoides  AB045148 Khodaparast et al. (2001)
L. taurica Z. fabago AB045000 Khodaparast et al. (2001)
L. buddlejae Buddleja asiatica LC306655 Adhikari et al. (2018)

L. cylindrospora Noaea mucronata AB044352 Khodaparast et al. (2001)
L. cylindrospora Salsola kali AB044372 Khodaparast et al. (2001)
L. duriaei Phlomis persica AB667859 Khodaparast et al. (2012)
L. guilanensis Chondrilla juncea AB045109 Khodaparast et al. (2001)
L. guilanensis C. juncea AB045156 Khodaparast et al. (2001)
L. lactucae-serriolae Lactuca serriola MG878434 Lebeda et al. (2019)

L. lactucarum L. orientalis AB667860 Khodaparast et al. (2012)
L. lactucarum L. orientalis AB667861 Khodaparast et al. (2012)
L. picridis Picris sp. AB044380 Khodaparast et al. (2001)
Leveillula sp. T. majus KT271842 Khodaparast et al. (2016)
Phyllactinia fraxini Fraxinus excelsior AB080524 Takamatsu et al. (2008)
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¥ 4 OPEZE

Fig. 1 — Sintomas de Leveillula taurica em tomateiro: (a) Cultivo em campo; (b) lesbes amarelas na face adaxial; (c)
crescimento pulverulento acinzentado na face abaxial das folhas e (d) detalhe do crescimento fungico na lamina abaxial
do foliolo do tomateiro. Fotos: Stéfani dos Santos Leite.
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Fig. 2 — Sintomas de Leveillula taurica em jil6 (Solanaum aethiopicum var gilo): (@) Cultivo em campo (b) lesdes
amarelas na face adaxial (c) crescimento pulverulento branco na face abaxial das folhas; (d) Foto aproximada do
crescimento fungico. Fotos: Stéfani dos Santos Leite.
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Fig. 3 — Sintomas de Leveillula taurica em Capsicum: (a) Cultivo em casa de vegetacdo; (b) lesbes amarelas na face
adaxial; (c) folhas fortemente atacadas apresentando enrolamento foliar; (d & €) crescimento pulverulento branco na face
abaxial das folhas; (f) Colénias do patgeno crescendo na face adaxial das folhas. Fotos: Stéfani dos Santos Leite.



Fig. 4 — Estruturas de Leveillula taurica: (a) Abundancia de estruturas nos tecidos; (b) conidi6foros eretos hialinos e
Gnicos; (c) conidiéforos curvos; (d) conididforos subdivididos em dois ramos; (e) conidio priméario; (f) Conidio
secundario; (g) Conidios (setas) hialinos e conidios de coloragdo marrom clara; (h) Tubo germinativo (setas) emergindo
da extremidade de conidios primérios. Fotos: Jodo Marcos Teixeira Martins e Stéfani dos Santos Leite.
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Fig. 5 — Arvore de maxima verossimilhanca (RAXML) de isolados de espécies de Leveillula associados com o oidio abaxial do tomateiro e
outras espécies de Solanaceae inferida a partir do alinhamento da regido rDNA ITS. Os nimeros nas ramificacdes indicam valores de suporte
(RAXML-BS (> 70) / SH-aLRT (> 80) / BI-PP (>,95). “-” indica suporte ndo significativo ou auséncia do no. Isolados obtidos no presente
estudo estdo destacados em negrito. As origens geogréaficas dos isolados sdo fornecidas ap6s os cddigos dos isolados seguido d os nimeros de
acesso do GenBank sdo mostrados entre parénteses. O fungo Phyllactinia fraxini foi usado como grupo externo. A barra de escala indica o
ntmero estimado de substituigdes por site.
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CAPITULO V

CONCLUSOES GERAIS
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Nas condigdes brasileiras o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem se mostrado uma
cultura muito suscetivel a uma ampla gama de doengas, incluindo diferentes tipos de
oidios que podem ocasionar perdas econdmicas consideraveis;

Os oidios estdo amplamente distribuidos no Brasil, principalmente em culturas
protegidas e em areas irrigadas por gotejamento;

Um complexo de trés patdgenos tem sido associado aos oidios do tomateiro e outras
Solanaceae a nivel mundial: Erysiphe neolycopersici, Golovinomyces lycopersici (ambos
induzindo “oidio adaxial) e Leveillula taurica (causando “oidio abaxial™);

No entanto, este complexo de patégenos ndo tem sido caracterizado de maneira
apropriada nas condic@es brasileiras tanto no ponto de vista biol6gico quanto molecular;
Todos os sintomas e sinais do “oidio adaxial” analisados em tomateiro na presente
dissertacdo corresponderam aos previamente observados em isolados europeus de E.
neolycopersici;

No presente trabalho foi demonstrado que a espécie E. neolycopersici é o principal
agente causal do “oidio adaxial” no Brasil,

Analises moleculares indicaram E. neolycopersici (haplotipo 1) como sendo a variante
predominante no Brasil e no mundo;

A analise da rede de haplotipos ndo permitiu inferir uma potencial rota de invaséo ou
ingresso de Erysiphe neolycopersici no Brasil;

Um haplétipo exclusivo (denominado haplotipo 2) foi identificado no Brasil;

Nenhum isolado de Golovinomyces lycopersici foi detectado em associagcdo com o “oidio
adaxial” do tomateiro em levantamentos nacionais;

Novas hospedeiras naturais/experimentais de E. neolycopersici foram detectadas,
incluindo: Solanum tuberosum, S. commersonii, S. melongena, S. aethiopicum var. gilo,
Nicandra physalodes e S. acanthodes;

Catorze acessos da espécie selvagem S. habrochaites foram identificados apresentando
respostas do tipo imunidade ao fungo E. neolycopersici;

Oito hibridos experimentais interespecificos [S. lycopersicum X S. habrochaites]
apresentaram reacdo resisténcia/imunidade a isolados de E. neolycopersici;

Cinco acessos de S. corneliomulleri, quatro de S. arcanum, quatro de S. peruvianum,
um de S. chilense, um de S. huaylasense e um de S. pennellii também apresentaram

respostas do tipo imunidade ou hipersensibilidade ao E. neolycopersici;
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Solanum chilense ‘CNPH 0410° e S. peruvianum ‘CNPH 0201’ apresentaram
imunidade ao patdgeno, correspondendo ao primeiro registro destes acessos como novas
fontes de resisténcia a isolados de E. neolycopersici;

Até o presente trabalho, nenhuma caracterizagdo molecular de isolados de agentes
causais de “oidio abaxial” de Solanaceae no Brasil se encontrava disponivel no
GenBank;

Todos 0s sintomas observados em associacdo com o “oidio abaxial” do tomateiro,
Capsicum annuum, C. frutescens e jil6, bem como as caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas do patdgeno, corresponderam as previamente relatadas para a espécie
Leveillula taurica (sensu lato);

A andlise filogenética usando informacdo de sequéncia da regido rDNA ITS de oito
isolados do oidio abaxial em quatro espécies hospedeiras indicou que todos pertencem
a espécie L. taurica subclado 1a.

Os sintomas foram mais severos em condicdes de cultivo protegido, embora as plantas
hospedeiras, em cultivos de campo aberto, mesmo durante a estacdo chuvosa
apresentaram altos niveis da doenca;

Em concluséo, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que as espécies E.
neolycopersici (causando oidio adaxial) e L. taurica (causando oidio abaxial) estdo
amplamente distribuidas na cultura do tomateiro no Brasil.

Acessos de germoplasma identificados e caracterizados com altos niveis de resisténcia a
isolados de E. neolycopersici podem ser empregados em programas de melhoramento de
tomateiro visando o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas as regifes tropicais e

subtropicais do Brasil.



