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RESUMO GERAL

CASARIN, Josiane Vergara. Universidade Federal de P elotas, Setembro de
2007. Avaliacdo da variabilidade de espécies de Monilinia associadas a
podriddo parda do péssego. 2007. 55f. Dissertacdo ( Mestrado) — Programa de
Po6s-Graduacgdo em Fitossanidade. Universidade Federa | de Pelotas, Pelotas.

O Rio Grande do Sul é o principal produtor brasileiro de péssegos (Prunus persica
L. Batch) a producéo comercial no estado esté restrita em quatro polos. Na regido
de Pelotas a producdo de péssegos é voltada para a industria, na grande Porto
Alegre, Serra Gaucha e regido da Campanha para péssegos de mesa e consumo
in natura. A cultura do péssego € suscetivel a varias doengas que comprometem a
guantidade e qualidade dos frutos destacando-se entre elas a podriddo parda. A
podriddo parda € uma doenca cosmopolita e pode ser causada por diferentes
espécies do género Monilinia. Na Ameérica do Sul e do Norte encontram-se
Monilinia fructicola (Wint) Honey e Monilinia laxa (Aderhold e Ruhland) Honey, e na
Europa, Monilinia fructigena. Estudos baseados em caracterizacdo morfoldgica sdo
fundamentais a identificacdo e conhecimento da amplitude da variabilidade
existente entre isolados. Paralelamente, a esses estudos as técnicas de biologia
molecular sdo indispensaveis para a complementacdo da caracterizacdo de
fitopatdgenos, destacando-se a PCR, como um método sensivel, rapido e confiavel
na identificacdo de espécies de Monilinia visando distin¢cdo entre M. fructicola de M.
laxa e M. fructigena. O trabalho teve como objetivos identificar espécies de
Monilinia associadas a podriddo parda do péssego no Rio Grande do Sul e
comparar os isolados de Monilinia fructicola em meio de cultura através de algumas
caracteristicas morfolégicas como: crescimento micelial, peso seco, morfologia das
coldénias e sensibilidade a Mancozeb e Azoxistrobina. Para o estudo de
identificacdo molecular foram avaliados 34 isolados de Monilinia. Apos a extracao o
DNA, foi amplificado com primers especificos para as trés espécies. Os produtos
da amplificacdo foram eletroforisados em gel de agarose 1% e corados com
brometo de etidio. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e as
imagens captadas com sistema de fotodocumentagcédo. Todos os isolados obtidos
na regido sul do Rio Grande do Sul produziram bandas de aproximadamente 534
pb, comprovando a ocorréncia de somente uma espécie. Para o trabalho de



caracterizacdo morfolégica foram avaliados trinta e cinco isolados cultivados em
trés meios de cultura BDA, Suco de Péssego e Pagnocca. O crescimento micelial
dos isolados foi avaliado através da medida das col6nias em sentido cruzado com
o auxilio de uma régua milimetrada. No estudo da morfologia das col6nias foram
avaliadas a cor do emaranhado micelial, a forma, a margem e a elevacao da
coldénia. O peso seco dos isolados foi determinado através do crescimento em
Erlenmeyers contendo os meios de cultura liquido: BDA, Pagnocca e Meio de Suco
de Péssego apos o periodo de incubacao as culturas foram filtradas em papel filtro
e secas em estufas. Em relacdo a sensibilidade aos produtos quimicos Mancozeb e
Azoxistrobina foram usados os principios ativos nas concentracdes de 5 e 100ppm,
sendo avaliados a inibicdo dos isolados quanto & concentracdo de cada produto.
Os resultados mostraram variagdes no crescimento micelial radial destacando o
melhor meio 0 Suco de Péssego, seguidos dos meios Pagnocca e BDA. Enquanto
gue para a variavel resposta peso seco de micélio, os melhores resultados foram
obtidos com o meio Pagnocca, BDA e Suco de Péssego, respectivamente. Quanto
a coloracdo do micélio houve uma variagdo de acordo com o0 meio de cultura
utilizado apresentando maior variabilidade no meio BDA. Em relacdo a forma das
colénias para a maioria dos isolados, nos meios testados, apresentou forma
circular. Para a margem das colonias todos os isolados cultivados em meio de
Suco de Péssego apresentaram margem ondulada em BDA e em Pagnocca
lobadas e onduladas. Quanto a sensibilidade a Mancozeb e Azoxistrobina os
isolados mostraram diferentes reacdes de inibicdo ratificando a ampla variabilidade
nas demais caracteristicas morfologicas testadas. Nas concentra¢cdes de 100ppm,
mancozeb inibiu maior numero de isolados comparado com azoxistrobina.

Palavras chaves: Podridao parda, Prunus persica, Caracterizacao.



GENERAL SUMMARY

CASARIN, Josiane Vergara. Evaluation of Monilinia species variability
associated to peach brown rot. 2007. 55f.  Disserttation (Master) — Program~ -~
P6s-Graduacdo em Fitossanidade. Federal University of Pelotas, Pelotas. Pelot

State of Rio grande do Sul is the main brazilian peach-tree (Prunus persica L.
Batch) grower, with the commercial production being restricted to four main centers.
In the region of Pelotas peach production is directed to industry, whereas in Porto
Alegre belt, Serra Gaucha and region of Campanha, fruit production is directed to in
natura consumption. Peach-tree culture is susceptible to several diseases
endangering fruit quantity and quality, especially in relation to brown rot. This
disease is cosmopolite and can be caused by different species of the Monilinia
genus. In South and North America, Monilinia fructicola (Wint) Honey and Monilinia
laxa (Aderhold and Ruhland) are found and in Europe Monilinia fructigena. Studies
based on morphologic characteristics are essential to identification and knowledge
on variability amplitude that exists among isolates. Parallelly to these studies,
molecular biology techniques e are indispensable to complement phytopathogens
characterization, with PCR being reliable, quick and sensible method to identify
species of Monilinia in order to differentiate M. fructicola from M. laxa and M.
fructigera. The objective of this study was to identify species of Monilinia associated
to peach brown rot in Rio Grande do Sul, and to compare isolates of M. fructicola in
culture medium through some morphologic characteristics such as: mycelium
growth, dry weight, morphology of colonies and susceptibility to Mancozeb and
Azoxistrobine. For molecular identification 34 isolates of Monilinia were evaluated.
After extraction, DNA was amplified with specific primers for the three species.
Products of amplifiction were eletrophorized in 1% agarose gel and dyed with
ethidium bromide. Bands of DNA were visualized under ultraviolet light and image
captured with a photodocumentation system. All isolates obtained in the southern
region of Rio Grande do Sul yielded bands of approximately 534 pb, corroborating
the occurrence of a single species. For the morphologic characterization 35 isolates
were evaluated and cultivated in three culture media: BDA, peach juice and



Pagnocca. Mycelium growth of isolates was evaluated through measurement of
colonies in cross section with a milimetrated scale. Color of mycelial network,
shape, margin and elevation of colony were evaluated for colonies morphology. For
dry weight determination isolates were cultivated in Erlenmeyers containing liquid
BDA, Pagnocca and peach juice culture media. After incubation period cultures
were filtrated in paper filter and owen dried. In relation to tolerance to chemical
products Mancozeb and Azoxistrobine, sctive ingredients concentrations of 5 and
100ppm were used and inhibition of isolates being evaluated for each product.
Results showed variations in radial mycelium growth mainly for peach juice,
followed by Pagnocca and BDA media. For mycelium dry weight best results were
obtained with Pagnocca, BDA and peach juice, respectively. Variation in mycelium
color occurred accordingly to the culture medium used, showing greater variability in
BDA medium. As for shape of colonies, the majority of isolates, in the tested media,
showed circular shape. For colony margins all isolates cultivated in peach juice
showed ondulated margins; in BDA and Pagnocca ondulated and lobated margins
appeared. In relation to tolerance to Mancozeb and Azoxistrobine isolates showed
different reactions, confirming the ample variability in the remainding morphologic
characteristics. Mancozeb concentration of 100ppm inhibited greater number of
isolates compared to Azoxistrobine.

Key Words: Brown rot, Prunus persica, characterization



INTRODUCAO GERAL

O Rio Grande do Sul é o principal produtor brasileiro de péssegos (Prunus
persica L. Batch), com cerca de 46% da producdo nacional, ocupando uma éarea
superior a 10 mil hectares. Sendo que a cidade de Pelotas, RS, concentra mais de
90% da producao regional, foram cerca de 60 mil toneladas na safra no ano de
2006 destinados ao processamento.

A cultura do péssego € predisposta a varias doengas que comprometem a
guantidade e qualidade dos frutos entre elas destaca-se a podridéo parda.

A podriddo parda apresenta como agente causal véarias espécies de
Monilinia, incluindo M. fructicola (Wint) Honey, M. laxa (Aderh. e Ruhl.) Honey e M.
fructigena (Aderh. e Ruhl) Honey. Entretanto, Monilinia fructicola ocorre
frequentemente em péssegos e nectarinas, M. fructigena é encontrada em magas e
péras e M. laxa em damasco e améndoas. Todavia, essas espécies podem infectar
uma ampla gama de espécies como: Prunus (Ameixa), Malus (Macd), Pyrus (Péra),
Chaenomeles (Marmeleiro japonés), Crataegus (Pirliteiro), Cydonia (Marmelo) e
Eriobotrya (Néspera), além de uvas e morangos (LANE, 2002). Essa doenca é
considerada um dos mais importantes problemas ligados a producdo de péssego
no Sul do Brasil. Esté distribuida em todas as regides produtoras (BALARDIN et al.,
1994). Os danos se estendem ao longo do florescimento, colheita, transporte e
armazenamento dos frutos (BALARDIN et al., 1994; LANE, 2002; LUO e
MICHAILIDES, 2003), porém, maiores prejuizos acontecem principalmente em
anos Umidos advindo de ataque em pré e pés-colheita (GARRIDO e SONEGO,
2005).



O patogeno sobrevive nos tecidos mumificados, pedunculos, flores murchas
e em cancros sobre ramos. A fonte de in6culo primario € constituida por conidios
em oOrgaos da planta doente e também por ascosporos e conidios produzidos por
mumias dispersos no ar, que além de causarem infec¢des primarias na primavera
funcionam como uma fonte de infecc&o oculta aos frutos (HONG et al., 1998; LUO
et al., 2001).

O processo de patogénese de Monilinia fructicola inicia-se pela penetragédo
do patdégeno via ferimentos nos tecidos vegetais advindos de injarias, tais como:
perfuracdes, cortes, abrasbes e amassamentos, comuns durante a colheita e
manuseio dos frutos (SOUZA et al., 1999).

Os conidios sdo disseminados pelo vento associado a chuva e germinam
rapidamente sob condi¢cdes ambientais favoraveis. A temperatura 6tima é de 25C
e o periodo de infeccdo exige um minimo de 18 horas a 10C e de 5 horas a 25C
(GARRIDO e SONEGO, 2005).

Algumas infeccoes sobre os frutos podem conduzi-las a produgdo de
milhdes de esporos capaz de causar uma epidemia, particularmente se perdurarem
condi¢cbes de campo Umidas trés semanas antes da colheita (DAI et. al, 2003).

Duas fases de maior suscetibilidade do péssego a podriddo parda sdo bem
reconhecidas: floracdo e pré-colheita. Inicialmente a infeccdo comeca durante a
fase de floragdo, infectando os capulhos florais. Flores infectadas murcham,
tornam-se marrons e ficam fixadas ao ramo por uma goma. Ja durante a fase de
pré-colheita, os frutos infectados apresentam lesdes pequenas e pardacentas que
evoluem para manchas marrons com a colonizagdo dos tecidos vizinhos pelo
fungo. Frutos maduros infectados pelo patégeno podem apresentar podriddes
visiveis dentro de 48 horas. Infec¢des latentes podem ocorrer nos frutos verdes,
mas sua manifestacdo ocorrera durante a maturacdo, a menos que os frutos sejam
lesionados por insetos ou granizo (GARRIDO e SONEGO, 2005).

A crescente demanda mundial por frutas tropicais tem exigido dos
produtores e exportadores uma preocupacdo quanto a producdo de frutas de
melhor qualidade fitossanitaria, tornando essencial ao desenvolvimento de
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programas de controle, incluindo a diagnose prévia desses patdgenos, que sdo
problemas em pdés-colheita (PERES et al., 2003).

Os agentes fitopatogénicos apresentam em comum caracteristicas de alta
variabilidade. Como consequéncia dentro de uma mesma espécie, sao
encontrados muitos bidtipos que diferem entre si em varias caracteristicas
morfologicas, fisiolégicas e genéticas. Para o desenvolvimento de estratégias de
controle eficientes e também sobre a taxonomia, demandam-se estudos de
variabilidade e especificidade do hospedeiro quanto aos diversos isolados
(FERREIRA, 2005).

A utilizacdo de caracteres morfolégicos € um método relativamente facil,
podendo ser desenvolvido sem a necessidade de equipamentos sofisticados,
levando a diagnésticos e informacdes de controle mais rapidas (NECHET e
ABREU, 2002). Esses estudos séo fundamentais a identificacdo e ao conhecimento
da amplitude da variabilidade existente entre isolados de um determinado patégeno
bem como para o desenvolvimento de métodos de controle, seja, quimico, genético
ou cultural, com vistas ao manejo adequado da doenca (TOZZE JR et al., 2006).

Durante os Uultimos anos, o conhecimento da estrutura genética de
populacdes de fitopatégenos tem se tornado necessério para a implementacdo de
estratégias de controle efetivas. Apesar do numero de estudos com fungos ter
crescido significativamente, observa-se que os trabalhos tém enfocado um numero
restrito de fitopatégenos (NOZAKI et al., 2006).

Métodos fenotipicos, também denominados de classicos como morfologia,
testes bioquimicos e soroldgicos utilizados para identificacdo de microrganismos
sdo importantes, porém apresentam limitacdes que os tornam insuficientes, muitas
vezes, para a discriminacdo acurada de espécies (DI CASTRI e YONES, 1990).
Contudo, quando associados as técnicas de biologia molecular, os métodos
taxondmicos classicos tornam-se, em conjunto, ferramentas poderosas para a
caracterizacdo e a identificagdo inequivoca de patogenos (FIGUEIREDO et al.,
2003).

Com o advento da biologia molecular os marcadores moleculares surgiram

como uma metodologia alternativa para identificacdo e manipulacdo de genes de
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interesse em biologia e genética de fitopatdgenos. Com o desenvolvimento da
técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) a biologia molecular
experimentou um revolucionario avanco em fungcdo da producdo de um grande
namero de copias de uma seqiéncia especifica de DNA, técnica utilizada
eficientemente no estudo da diversidade de fungos fitopatogénicos (JULIATTI et al.,
2006). Na maioria dos estudos de genética de populagdes, utilizam-se marcadores
genéticos que sdo seletivamente neutros, altamente informativos e relativamente
faceis de serem estudados (NOZAKI et al., 2006).

Na literatura mundial ha relatos de vérias espécies de Monilinia associadas a
podriddo parda do péssego, que embora sdo fisiologicamente diferentes e
apresentam uma morfologia muito similar, o que dificulta sua identificacdo. Nessa
vertente técnicas moleculares, entre elas o método por PCR constitui-se numa
importante ferramenta na identificacdo rapida e confiavel de espécies de Monilinia
com base na distinta divergéncia genética entre espécies.

As técnicas moleculares sado onerosas, mas sao muito Uteis, porque, retinem
caracteristicas de especificidade, sensibilidade e precisdo. O método de PCR vem
sendo usado também para classificar fitopatdgenos (MA et al., 2003) e caracterizar
a diversidade genética entre individuos (MAVAREZ et al., 2001; NOZAKI et al.,
2006).

Diagnosticos baseados no método de PCR tem sido desenvolvido com
sucesso para varios fungos fitopatogénicos (I00S e FREY, 2000). Recentemente,
estratégias de identificacdo molecular foram aplicadas para distinguir M. fructicola
de M. laxa e M. fructigena (FULTON e BROWN, 1997; FORSTER e ADASKAVEG;
IOOS e FREY, 2000).
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REVISAO DE LITERATURA

O péssego é uma espécie nativa da China, com registros que remontam a
20 séculos a.C. Estudos indicam que, provavelmente, teria sido levado da China
para a Pérsia e de |4 se espalhado pela Europa. No Brasil, segundo relatos
histéricos, o cultivo do péssego foi introduzido em 1532 por Martim Afonso de
Souza, por meio de mudas trazidas da llha da Madeira e plantadas em S&ao Vicente
atual estado de S&o Paulo (PROTAS e MADAIL, 2003).

No Brasil, o cultivo do péssego ocupa uma area de aproximadamente 20.000
hectares (GOMES, 2003), com producdo anual brasileira que ultrapassa 100 mil
toneladas, destinando 57% para consumo in natura e 43% para industrializagdo. O
Rio Grande do Sul é o principal produtor, com aproximadamente 80 mil
toneladas/ano (PROTAS e MADAIL, 2003), concentrando a maior parte da
producao nacional. A producdo comercial no Rio Grande do Sul esta restrita em
guatro pélos que, juntos somam cerca de 13 mil hectares de pomares (PROTAS e
MADAIL, 2003). Em seguida destacam-se os estados de S&o Paulo e de Santa

Catarina.

Os estados do Sul e Sudeste apresentam condi¢cdes edafoclimaticas
favoraveis ao cultivo dessa espécie, exigindo apenas a escolha das cultivares com
adaptacOes aos diferentes locais ou regides. A producdo brasileira é baixa se
comparada a outros paises produtores. Isto se deve a diferentes fatores, dentre
eles estdo as doencas, destacando a podriddo parda responsavel por danos

econdmicos consideraveis em péssego (MONTEIRO et al., 2004).



A podriddo parda € uma doenca cosmopolita e pode ser causada por
diferentes espécies do género Monilinia. Na América do Sul e do Norte encontram-
se Monilinia fructicola (Wint) Honey e Monilinia laxa (Aderhold e Ruhland) Honey, e
na Europa, Monilinia fructigena (BLEICHER, 1997; MONTEIRO et al., 2004).

Sintomatologia

Os sintomas da podriddo parda ocorrem a partir da primavera onde 0s
capulhos florais infectados ficam pardacentos e morrem com rapidez. Alguns
botbes infectados sdo cobertos pelas frutificagdes do fungo, apresentando aspecto
de mofo. Sob condi¢Bes de alta umidade, o fungo pode avancar pela flor até o
pedunculo e penetrar no ramo, resultando no desenvolvimento do cancro do ramo.
A medida que a infeccdo progride, o cancro pode anelar o ramo ou galho,
causando murcha e morte da parte terminal do mesmao.

Nos frutos, a doencga ocorre proxima do estagio de maturacdo. Os sintomas
iniciais sdo pequenas manchas pardacentas com encharcamento nos tecidos. A
mancha desenvolve-se rapidamente, ocupando todo o fruto que, em condi¢cdes
Uumidas, fica coberto de frutificacdes acinzentadas e densas do patégeno, podendo
sofrer uma continua desidratacdo culminando com a mumificacdo dos frutos
(BLEICHER, 1997).

Etiologia e Caracteristicas do Patogeno

O patégeno pertence a Classe dos Discomycetes, que sdo Ascomicetos com
formacdo de esporos sexuais, 0s ascosporos. No interior de estruturas globosas
denominadas ascas o fungo produz esclerddios bem desenvolvidos que permitem
a sua sobrevivéncia no inverno, esses ao germinarem em condi¢cdes ambientais
favoraveis, formam apotécios onde s&do produzidos os ascos. Das quais 0s
ascosporos sao projetados e disseminados pelo vento, constituindo-se no inéculo
primario da doenca (BLEICHER, 1997).
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Monilinia fructicola forma apotécios com ascos cilindricos e ascosporos
hialinos, elipticos de 6 a 15um x 4 a 8um. Os conidios de M. fructicola sdo
limoniformes, elipticos, medindo de 15 a 25 x 8 a 14um (BLEICHER, 1997).

No Brasil as condicbes para a ocorréncia da fase perfeita séo raras, o
in6culo primario é constituido de conidios formados em cancros de ramos. Frutos
mumificados quando persistem na planta ou quando cobertos de terra nao
produzem apotécios, mas podem produzir conidios. O fungo penetra na planta
basicamente pelos 6rgaos florais. Conidios formados em capulhos florais e ramos
sdo disseminados por vento, agua e insetos, atingindo os frutos nos quais podem
penetrar diretamente pela cuticula ou por pequenos ferimentos, a coloniza¢do do
fruto maduro é rapida, formando micélio inter e intracelular (BLEICHER, 1997).

Nas nossas condi¢Bes climaticas a infecgcéo é favorecida por temperatura e
umidade elevadas e pela presenca de ferimentos. Os sintomas mais frequentes e
caracteristicos ocorrem nos frutos, em duas épocas diferenciadas do seu
crescimento. A primeira, na queda fisioldgica dos frutos e durante o processo de
maturacdo. Nessa fase surgem as manchas de cor acastanhada com margens
regulares, de rapido crescimento, concentradas em redor de ferimentos levando ao
apodrecimento dos frutos. Posteriormente, condicbes de calor e baixa umidade o
fruto infectado desidrata, mumifica e enegrece. Como é também considerada uma
doenca de armazenamento, nas camaras frigorificas, tem a capacidade de evoluir
dissolvendo a cuticula e infectar os frutos adjacentes.

A presenca de frutos infectados presos a planta ou sobre o solo constituem-
se em importantes fontes de indculo secundario para novas infec¢des, podendo
aumentar a severidade da doenca em pré e pos-colheita (MONTEIRO et al., 2004).

O controle da doencga envolve a ado¢c&do de um conjunto de medidas voltadas
ao controle integrado, onde além do controle quimico sao adotados uns conjuntos
de medidas como tratamento de inverno, poda de limpeza com a eliminacdo de
ramos doentes, restos florais e frutos mumificados visando a eliminar fontes de
in6culo priméario. Também é essencial o controle dos insetos-praga que ocasionam

ferimentos nos frutos e atuam como vetores do patégeno.
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Préticas culturais como: a poda de limpeza no inverno, remocao de frutos
mumificados e capulhos florais e eliminacdo de ramos doentes, reduzem o nivel de
in6culo, mas esses procedimentos sozinhos ndo séo eficientes para controlar a
doenca. Em regides onde o estagio perfeito ocorre, &€ extremamente importante a
limpeza do terreno e retirada de frutos mumificados para evitar ou restringir a
formacédo de apotécios (MONTEIRO et al., 2004).

Outras medidas que auxiliam no controle da severidade da doenga € 0 uso
de adubacgéo adequada e equilibrada, evitando o excesso de nitrogénio e o déficit
de potassio (OGAWA et al., 1995).

Condicbes predisponentes

A sobrevivéncia do fungo de uma safra para outra ocorre nos tecidos
mumificados, pedunculos, flores murchas e cancros. Sobre essas estruturas
formam-se os conidios que sdo disseminados pelo vento e chuva. Em ambientes
favoraveis germinam rapidamente podendo redundar em epidemias se perdurar a
condicdo de tempo chuvoso. A temperatura 6tima € de 25C e o periodo de
infecgdo exige um minimo de 18 horas a 10C e de 5 horas a 25 (GARRIDO e
SONEGO, 2005).
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RESUMO

IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE Monilinia ATRAVES DE TECNICAS
MOLECULARES

Doencas de pré e pés-colheita provocadas por fungos fitopatogénicos causam
graves perdas a fruticultura. A podriddo parda constitui um problema cosmopolita e
€ apontada como a principal doenca do péssego, causando perdas severas
principalmente em anos com altas precipitacdes pluviométricas. Diagnésticos
moleculares tém sido desenvolvidos com sucesso para varios fitopatdbgenos
reunindo rapidez, alto grau de especificidade e sensibilidade. Atualmente, o método
de PCR vem sendo utilizado com sucesso a deteccdo de muitas espécies de
patogenos assegurando precisdo na identificagdo dos mesmos para adogcdo de
procedimentos quarentenarios, inclusive. O conhecimento da estrutura genética de
populacdes desses organismos tem se tornado um aliado a tomada de decisfes a
implementacdo de estratégias de controle mais efetivas. O trabalho teve como
objetivo identificar espécies de Monilinia associadas a podriddo parda do péssego
no Rio Grande do Sul. Foram avaliados 34 isolados de Monilinia. Apds a extracdo
de DNA, método CTAB, esse foi amplificado com primers especificos para as trés
espécies. Os produtos da amplificacédo foram eletroforisados em gel de agarose 1%
e corados com brometo de etidio. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz
ultravioleta e as imagens captadas com sistema de fotodocumentagdo. Todos 0s
isolados obtidos na regido Sul do Rio Grande do Sul produziram bandas de
aproximadamente 534 pb, comprovando a ocorréncia de somente uma espécie.

Palavras-chaves: PCR, DNA e péssego.



ABSTRACT

Identification species of Monilinia fructicola through molecular
techniques

Pre and postharvest diseases provoked by pathogenic fungi cause severe
losses to fruit growing. Brown rot is a cosmopolite problem and is the main
peach disease, responsible for severe losses, mainly in excessively rainy
years. Molecular diagnosis have been successfully developed for several
phytopathogens, with high specificity, sensibility and quickness. Presently,
the PCR method is being used with success in the detection of several
pathogenic species assuring precise identification inclusively, in order to
adopt quarantine procedures. The knowledge of the population genetic
structure of such organisms has turned out an allied in decision making in
the implementation of more effective controlling strategies. The objective of
this study was to adjust the PCR technique for the identification of Monilinia
fructicola species associated to peach brown rot. Thirty four (34) isolates of
Monilinia were evaluated. After the DNA extraction, by the CTAB method,
amplification was made with specific primers for the three species. Products
of amplification were eletrophorized in 1% agarose gel and dyed with
ethidium bromide. Bands of DNA were visualized under ultraviolet light and
image captured with a photodocumentation system. All isolates obtained in
the southern region of Rio Grande do Sul yielded bands of approximately 534
pb, corroborating to be pertinent to Monilinia fructicola species.

Key words: PCR, DNA, peach.



1. INTRODUCAO

A é&rea cultivada com pessegueiros, no Brasil é superior a 20.000 hectares,
com uma producgéo na ordem de 160.000 t.ano-*. Desse total, 14.000 hectares sé&o
cultivados em quatro regifes do Rio Grande do Sul, onde esta localizada mais de
70% da producdo nacional, destinada a conserva e ao consumo in natura (NUNES
et al., 2004). Na regido de Pelotas a producdo de péssegos € voltada para a
indUstria, na grande Porto Alegre, Serra Gaucha e regido da Campanha para
péssegos de mesa e dupla finalidade, respectivamente (GOMES, 2003; NUNES et
al., 2004). Nos plantios mais recentes na regido de Pelotas ha predominio de
cultivares com dupla finalidade, que podem ser utilizadas tanto para consumo in
natura como para a industria (GOMES, 2003).

Em qualquer sistema de producdo patégenos em pré e pos-colheita, causam
grandes transtornos aos atacadistas, varejistas e principalmente aos importadores
de frutas, uma vez que os sintomas das doencas irdo aparecer durante o
armazenamento e transporte, em frutos aparentemente sadios, podendo causar
grandes perdas (TERAO et al., 2005).

Dessa forma, um sistema de identificacdo de doencas em pré-sintomas
usando métodos moleculares pode ser funcional a certificacdo de frutos e controle
de qualidade para os produtos destinados a exportacdo a paises em que 0
patogeno é considerado uma praga quarentenaria (FORSTER e ADASKAVEG,
2000).

Os sintomas da podridao parda causada por Monilinia fructicola podem

surgir durante o armazenamento e transporte de frutos resultando na formacéo de



cancros os quais podem fornecer inéculo para que ocorram infecgcdes latentes em
frutos imaturos e podriddo em péssegos maduros (LANE, 2002; LUO e
MICHAILIDES, 2003).

Nos meétodos de identificacdo classicos de patdgenos a caracterizacao
morfologica, embora util é restrita (FUNGARO, 2000). A observacao da morfologia,
testes bioquimicos e soroldgicos utilizados para identificacdo de microrganismos
sdo importantes, porém apresentam limitacdes que os tornam insuficientes, muitas
vezes, para a discriminacdo acurada de espécies (DI CASTRI e YONES, 1990).
Contudo, quando associados as técnicas de biologia molecular, os métodos
taxonbmicos classicos revestem-se em poderosas ferramentas para a
caracterizacdo e a identificacdo inequivoca de patdogenos (FIGUEIREDO et al.,
2003).

Com o advento da biologia molecular varias técnicas foram desenvolvidas
gue podem ser usadas como importantes ferramentas, na identificacdo de tracos
de patdgenos em pré-sintoma, como na avaliagdo de niveis de diversidade
genética entre e dentro de determinada espécie a nivel de racas ou patétipos
(BRUNELLI, 2004) vislumbrando em um futuro proximo, importantes ferramentas
gue podem ser usadas como parte de programas de controle de qualidade de
frutos (PERES et al., 2003).

Os trabalhos de caracterizacdo utilizando marcadores moleculares originam
informacgdes extremamente importantes para o conhecimento da variabilidade de
determinadas espécies. Essas informagfes sdo de grande interesse quando se
busca o controle das doencas causadas por essas espécies, seja por meio de
resisténcia genética, uso de fungicidas ou tratos culturais (SUSSEL, 2005).

Atualmente, a técnica de PCR, vem sendo utilizada para a deteccdo de
fitopatdgenos e com o objetivo entre outros, de evitar a sua disseminacéo via a
introducdo de material vegetal contaminado (FUNGARO, 2000). Diagndsticos
baseados no método de PCR tem sido desenvolvido com sucesso para Varios
fungos fitopatogénicos (I0OOS e FREY, 2000), com alto grau de especificidade e

sensibilidade (BOEHM et al.,, 2001). Recentemente, estratégias de identificacdo
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molecular foram aplicadas para distinguir M. fructicola de M. laxa e M. fructigena
(FULTON e BROWN, 1997; FORSTER e ADASKAVEG,; I00S e FREY, 2000).

A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da técnica de PCR, a
torna particularmente poderosa para estudos genéticos envolvendo grande nimero
de individuos de qualquer organismo vivo. A reagdo de PCR baseia-se no
anelamento e extensdo enzimética de um par de oligonucleotideos utilizados como
iniciadores (primers), que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da
amplificacdo. Esses oligonucleotideos iniciadores, também denominados de
primers sao sintetizados artificialmente de maneira que sua sequéncia de
nucleotideos seja complementar a sequéncias especificas que flanqueiam a regido
alvo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Devido a importancia da doenca para a cultura do péssego o presente
trabalho teve como objetivo identificar espécies de Monilinia associadas a podridao

parda do péssego no Sul do Rio Grande do Sul.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao dos isolados de  Monilinia spp.

Os isolados de Monilinia spp. utilizados foram obtidos de frutos e mamias de
péssegos com sintomas e/ou sinais tipicos de podriddo parda, oriundos de regioes
produtoras de péssego do Rio Grande do Sul (Tab. 01). Fragmentos de tecidos
infectados desinfestados superficialmente e/ou crescimento fungico, foram
transferidos assepticamente para placas de Petri contendo meio de cultura BDA®.
As quais foram incubadas sob fotoperiodo de 12 horas de luz/ 12 horas de escuro a
22°C + 3°C durante 7 dias. A preservacgao das colbnias foi feita em tubos de ensaio

com BDA® e armazenados sob refrigeracéio a 4°C.
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2.2 Extracdo de DNA

Ap6s o crescimento dos fungos em placas com meio BDA® o micélio foi
retirado com auxilio de uma espatula e macerados com nitrogénio liquido em
cadinhos de porcelana. E posteriormente colocado em um microtubo (eppendorf)
de 2mL, ao qual foi adicionado 900uL de tampéao CTAB 2%.

A seguir as amostras foram colocadas em banho-maria a 60°C por 60
minutos, sendo agitados a cada 10 minutos, apds o periodo de incubacdo as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.

Logo apos, foi adicionado 900uL de cloroformio/alcool isoamilico (24:1) e
agitados por 10 minutos formando uma mistura homogénea e depois foram
submetidas a centrifugacéo a 13.000 rpm (rota¢do por minuto) por 10 minutos.

A fase sobrenadante (650pL) foi coletada e transferida para microtubos de
1,5mL, adicionando-se 650pl de etanol gelado (-20°C), agitado por invers&o por 5-6
vezes e deixado a 4°C overnight.

A seguir as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos e
eliminado o sobrenadante, adicionando-se aos microtubos com formacéao do pellet
500uL de etanol a 70% deixado repousando por 20 minutos. Em seguida,
novamente o sobrenadante foi vertido e adicionado 300pL de etanol 100%. As
amostras foram secas a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados
de TE (10 mM tris-HCI, 1mM tris) e armazenadas a 4°C.

2.3 Quantificacdo do DNA

O produto da extracdo foi submetido a quantificagdo apds 24 horas por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e
fotodocumentado. A quantificagdo foi realizada através da comparagdo com um

marcador de peso molecular conhecido (ADNA).
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2.4 Amplificacdo do DNA

Para a reacdo de amplificacdo foram utilizados primers especificos para
cada uma das espécies de Monilinia em combinagdo com o primer comum as trés
espécies.

As sequéncias dos primers utilizados foram: 5-GCA AGG TGT CAA AAC
TTC CA-3’ como fase reversa comum e os 3 primers, especifico para M. fructigena
5'-AGA TCA AAC ATC GTC CAT CT-3, especifico para M. fructicola 5’-AAG ATT
GTC ACC ATG GTT GA-3', especifico para M. laxa 5-TGG ACA TCA TAT CCC
TCG AC-3' (MALVAREZ et al., 2001).

A amplificacdo foi conduzida em termociclador PTC-100 (MJ Research). A
reacdo de PCR com a programacédo de um ciclo inicial de 95°C por 30 segundos,
60°C por 60 segundos, 72°C por 30 segundos durante 5 ciclos. E 95°C por 30
segundos, 58°C por 60 segundos 72°C por 30 segundos durante 35 ciclos com
uma extenséo final de 5 minutos a 72°C (MALVAREZ et al., 2001).

Os produtos da amplificacdo foram eletroforisados em gel de agarose 1% e
corados com brometo de etidio. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz
ultravioleta e as imagens captadas com sistema de fotodocumentacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras utilizadas amplificaram bandas de tamanho esperado,
revelando se tratar de uma Unica espécie todos os isolados testados. Os primers
utilizados no ensaio revelaram que os isolados pertenciam a espécie Monilinia
fructicola, produzindo bandas de aproximadamente 534pb (pares de base) (Figs.
01 e 02).
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Fig 01: Eletroforese em gel de agarose 1% do produt o da amplificacdo do DNA
extraido dos isolados de Monilinia fructicola utilizando-se primers especificos as
trés espécies

M = Marcador de 100pb

B M 31 32 33 34
35

534pb

Fig 02: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amp lificacdo do DNA
extraido dos isolados de  Monilinia fructicola utilizando-se primers especificos
as trés espécies

M = Marcador de 100pb

Resultado semelhante foi obtido por Malvarez et al. (2001) usando a técnica
de PCR multiplex para identificar isolados de Monilinia no Uruguai, revelando que
todos os isolados pertenciam a espécie Monilinia fructicola.

Com relagéo aos trabalhos com esses primers especificos para deteccao de
fitopatdgenos varios trabalhos ja foram realizados entre eles destaca-se o realizado
por C6té et al. (2004). Os autores trabalhando com os mesmos primers especificos
pelo método de PCR multiplex conseguiram diferenciar as trés espécies de

Monilinia. J& Fulton e Brown (1997), conseguiram amplificar uma regiao 18S do
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intron | para M.fructicola, mas obteram resultados negativos para as espécies M.
laxa e M. fructigena.

Estudos realizados por Foérster e Adaskaveg (2000), dos vinte um isolados
analisados pertencentes a espécie Monilinia fructicola somente sete produziram
bandas de tamanho esperado. Esse fato pode estar relacionado com a
variabilidade genética entre os isolados de Monilinia fructicola.

Trabalhos conduzidos por varios autores ja confirmaram a existéncia de
diferencas entre isolados dentro de uma espécie fato comprovado por Gell et al.
(2007), com isolados de Monilinia laxa obtidos de frutos de péssego, comprovando
através de técnicas moleculares a existéncia de diferencas entre os isolados.
Ratificando observactes da existéncia de diferencas anteriormente comprovadas
por De Cal e Melgarejo (1999), através da caracterizacdo morfologica e fisiolégica.
Fatos semelhantes também j& foram comprovados, em outros patossistemas, como
€ 0 caso de Botrytis cinerea infectando frutos de kiwi relatado por Baraldi et al.
(2002).

Os estudos confirmam as afirmacdes de Coté et al., (2004) que o método de
PCR multiplex acelera significativamente o processo

de identificacdo de espécies de fungos fitopatogénicos, quando comparado
com métodos baseados em caracteristicas morfologicas. Sendo uma técnica
relativamente simples e rapida para identificacdo de espécies de Monilinia que

infectam frutas de caroco.

4 CONCLUSOES

Ha apenas a espécie Monilinia fructicola nas regides produtoras de péssego
do Rio Grande do Sul;
A técnica de PCR apresenta praticidade e rapidez na identificacdo de

espécies de Monilinia.
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RESUMO

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE Monilinia fructicola

O Rio Grande do Sul é o principal produtor brasileiro de péssegos (Prunus persica
L. Batch), mas essa cultura é suscetivel a varias doencas, entre elas a parda
podriddo. A podriddo parda causada por Monilinia fructicola (Wint.) Honey € uma
das principais doencas pré e pos-colheita responsavel por graves prejuizos a
cultura. O trabalho teve por objetivo comparar os isolados de Monilinia fructicola em
meio de cultura através de algumas caracteristicas morfolégicas como: crescimento
micelial, peso seco, morfologia das colonias e sensibilidade a Mancozeb e
Azoxistrobina. Foram utilizados trinta e cinco isolados cultivados em trés meios de
cultura BDA", Suco de Péssego e Pagnocca. O crescimento micelial dos isolados
foram avaliados através da medida das colonias em sentido cruzado com o auxilio
de uma régua milimetrada. No estudo da morfologia das colénias foram avaliadas a
cor do emaranhado micelial, a forma, a margem e a elevacdo da colbnia. Para o
estudo do peso seco os isolados foram cultivados em Erlenmeyers contendo 0s
meios de cultura liquidos BDA, Pagnocca e Meio de Suco de Péssego apds o
periodo de incubacéo as culturas foram filtradas em papel filtro e levadas a estufa
para secar. Em relacdo a sensibilidade aos produtos quimicos Mancozeb e
Azoxistrobina foram usados nas concentracdes de 5 e 100ppm. Sendo avaliados a
inibicAo dos isolados quanto a concentragdo de cada produto. Os resultados
mostraram variacées no crescimento micelial radial destacando o melhor meio o
Suco de Péssego, seguidos dos meios Pagnocca e BDA”. Enquanto que para a
variavel resposta peso seco de micélio, os melhores resultados foram obtidos com
0 meio Pagnocca, BDA"” e Suco de Péssego, respectivamente. Quanto a coloracéo
do micélio houve uma variacdo de acordo com o0 meio de cultura utilizado
apresentando maior variabilidade no meio BDA". Em relacdo & forma das col6nias
para a maioria dos isolados, nos meios testados, apresentou forma circular. Para a
margem das col6nias todos os isolados cultivados em meio de Suco de Péssego
apresentaram margem ondulada em BDA" e em Pagnocca lobadas e onduladas.
Quanto a sensibilidade a Mancozeb e Azoxistrobina os isolados mostraram
diferentes reacgbes de inibicdo ratificando a ampla variabilidade nas demais
caracteristicas morfologicas testadas. Nas concentra¢cbes de 100ppm, mancozeb
inibiu maior nimero de isolados comparado com azoxistrobina.

Palavras chaves: Crescimento micelial, Prunus persica e Podridao parda.



ABSTRACT

Morphological characterization of  Monilinia fructicola isolates

Brown rot caused by Monilinia fructicola (Wint.) Honey is one of the main diseases
in pre and postharvest of peaches (Prunus persica L. Batch), causing severe
losses. In this study isolates of Monilinia fructicola in culture medium were
compared for several morphological characteristics as micelial growth velocity, dry
weight, diameter, colonies morphology and tolerance to Mancozeb and
Azoxistrobine. Thirty five (35) isolates cultivated in three BDA culture media, peach
juice and Pagnocca were utilized. Micelial growth of isolates was evaluated by
measuring of colonies in cross section with milimetrated scale. In the colonies
morphology study evaluation was made for micelial network, shape, margin and
colony elevation. For dry weight determination, isolates were cultivated in
Erlenmeyers containing BDA liquid culture media, Pagnocca and peach juice after
incubation period cultures were filtrated in paper filter. In relation to tolerance to
chemical products, Mancozeb and Azoxistrobine were used in the concentrations
of 5 and 100 ppm and inhibition of isolates being evaluated for each product.
Results showed variations in radial mycelial growth mainly for peach juice, followed
by Pagnocca and BDA media. For mycelium dry weight best results were obtained
with Pagnocca, BDA and peach juice, respectively. Variation in mycelium color
occurred accordingly to the culture medium used, showing greater variability in BDA
medium. As for the shape of colonies, the majority of the isolates, in the tested
media, showed circular shape. For colony margin all isolates cultivated in peach
juice showed ondulated margin; in BDA and Pagnocca ondulated and lobated
margins appeared. As for tolerance to Mancozeb and Azoxistrobine isolates
showed different reactions, confirming the ample variability in the remaining
morphological characteristics.

Key Words: Mycelial growth, Prunus persica, Brown rot.



1. INTRODUCAO

A podriddo parda € uma doenca cosmopolita considerada a principal
doenca das rosaceas de caro¢o como: péssego, ameixa, nectarina (GARRIDO e
SONEGO, 2005), damasco e cereja (MOREIRA, 2005), ocorrendo em quase todos
0S pomares, causando perdas severas principalmente em anos com altas
precipitacdes pluviométricas (GARRIDO e SONEGO, 2005).

A doenca € responsavel por acentuada reducdo da producdo de frutos,
causando graves perdas econdmicas para produtores de fruteiras de caroco
(Prunus spp.) (HOLTZ et al., 1998).

Os agentes causais sao trés espécies de Monilinia sendo a mais importante
M. fructicola (Wint.) Honey (DAl et al., 2003; LUO et al., 2001).

As espécies de M. fructicola, M. laxa e M. fructigena além de terem
caracteristicas culturais similares sdo dificeis de identificd-las por caracteristicas
morfologicas (tamanho dos esporos, didmetro das hifas, formacdo do tubo
germinativo, coloragédo e forma da coldnia) e pelas interacdes dos isolados; porém
mesmo assim sdo critérios usados na identificacdo das espécies (LANE, 2002).
Apesar dessas caracteristicas serem muito influenciadas pelas condi¢cbes de
incubacgdo e tipo de meio de cultivo, o que dificulta utiliza-las como parametros
sistematicos entre espécies (LANE, 2002); reveste-se de grande valia como um
método rapido e relativamente facil, podendo ser desenvolvido sem a necessidade
de equipamentos sofisticados ao diagndéstico, para adogdo mais rapida de medidas
de controle (NECHET e ABREU, 2002). Na caracterizagcdo morfologica,
tradicionalmente empregada analisa-se a pigmentacao, textura, forma marginal da

colbnia e velocidade de crescimento micelial (PERES et al., 2003). Esses estudos
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sdo fundamentais a identificacdo e conhecimento da amplitude da variabilidade
existente entre isolados de um determinado patégeno bem como para 0
desenvolvimento de métodos de controle, seja, quimico, genético ou cultural,
indispenséaveis ao manejo adequado da doenca (TOZZE JR et al., 2006).

Ao longo do tempo Monilinia laxa, M. fructigena e M. fructicola tem sido
diferenciadas por caracteristicas morfolégicas. Todavia, alguns critérios
morfoldgicos se sobrepbem, o que torna os métodos classicos de diagnostico ndo
tdo seguros o bastante para serem usados em rotina (I00OS e FREY, 2000).

A identificacdo das espécies de Monilinia fundamentada em caracteristicas
morfologicas € complexa, pois 0s aspectos de colénia podem variar de isolado para
isolado dentro de uma espécie (COTE et al., 2004).

Fatores como a composicdo do substrato, temperatura, especialmente
baixas temperaturas (BARALDI et al., 2002), além de luz e umidade entre outros
fatores podem determinar a quantidade e qualidade do crescimento micelial e
esporulacdo do patdgeno. O fato de um organismo crescer melhor em um substrato
e ndo em outro, pode estar relacionado a fatores de crescimento ou algumas
substancias especificas necessarios ao desenvolvimento desse patdégeno
(CARNAUBA et al., 2005). Muitos estudos relacionados com a biologia e genética
de fitopatdbgenos demandam de conhecimento e fornecimento de condicdes
adequadas em meios artificiais; constituindo-se em pré-requisito importante, para
fornecer subsidios basicos para o entendimento da relacdo patégeno-hospedeiro
(ROSA e MENEZES, 2001). Sendo que algumas espécies exibem consideravel
plasticidade morfolégica dependente das condigBes culturais como subst
temperatura, luz e umidade (PRYOR e MICHAILIDES, 2002).

O trabalho teve por objetivo comparar os isolados de Monilinia fructicola em
meio de cultura através de algumas caracteristicas morfolégicas como: crescimento
micelial, peso seco, morfologia das colonias e sensibilidade a Mancozeb e

Azoxistrobina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados de  Monilinia fructicola

Os isolados de Monilinia fructicola foram obtidos de frutos e mUumias de

péssegos com sintomas tipicos de podridao parda, oriundos das principais regioes

produtoras de péssego do Rio Grande do Sul (Tab. 01).

Tabela 01: Origem e procedéncia de isolados de

Monilinia fructicola*, Pelotas,

UFPEL, 2007.
Identificac&o Cultivares Procedéncia
dos isolados
1. 1A Aldrighi Cascata
2. AR Amarelo Pelotas
3. 1AR Amarelo Colbnia Maciel
4. ARM Amarelo Molar Monte Bonito
5.1B Bolinha Pelotas
6. 1BM Branco Molar Morro Redondo
7. 2BM Branco Molar Caxias
8. 4BM Branco Molar -xk
9. 5BM Branco Molar Cangucu
10. 6BM Branco Molar Monte Bonito
11.1CD Cardeal Cangucgu
12.1C Chimarrita Colbnia Maciel
13. 1CP Chiripa S
14. 2CP Chiripa Colonia Maciel
15. 1D Diamante Cascata
16. 1EL El dourado Cascata
17. 2EL El dourado Cangucgu
18. 1E Esmeralda Rincdo da Caneleira
19. 2E Esmeralda Cangucu
20.1G Granada Cascata
21. 2G Granada Vila Nova
22. 3G Granada Rincdo da Caneleira



Identificacéo Cultivares Procedéncia

dos isolados

23. 4G Granada Cangucgu
24.5G Granada Caxias

25. 6G Granada 7° Distrito

26. Jade Jade Cascata
27.JR Jader Piratini

28. 2JR Jader Cerrito

29. 3MV Maciel Coldnia Maciel
30. M Molar Colbnia Maciel
31. 1M Molar Cascata
32.2M Molar Caxias
33.3M Molar Porto Alegre
34. Pit Pit Vila Nova
35. T Turquesa Rincéo da Caneleira

*Isolados de frutos e mumias de péssegos com sintomas/ou sinais do patdgeno.
** Procedéncia ndo identificada.

2.2 Isolamento das colbnias

Estruturas fungicas em frutos e/ou mamias com sintomas de podridao parda
foram transferidos assepticamente utilizando uma alca de platina para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA" e posteriormente incubadas sob fotoperiodo
de 12 horas de luz/ 12 horas de escuro a temperatura de 22°C + 3°C durante 7
dias.

2.3 Crescimento micelial e caracterizacdo morfologi  ca de isolados de

Monilinia fructicola em diferentes meios de cultura

Os isolados foram cultivados em placas de Petri (9cm de diametro),
contendo os meios de culturas testados (8mL/placa). A semeadura foi realizada no
centro de cada placa colocando um disco de micélio de 8mm de didametro com
crescimento dos fungos testados (Tab. 01).

Os meios de cultura utilizados foram: BDA" (40g de BDA e 1000mL de &gua
destilada), Suco de Péssego Agar (200mL de suco de péssego, 3.0g de CaCOs,
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15g de agar e 800mL de &gua destilada) descrito por XIAO e SITTON, (2004) e
Pagnocca (10g de glucose, 5g de NaCl, 5g de peptona, 10g de extrato de levedura,
17g de agar, 20g de caseina hidrolisada, 20g de flocos de soja, 20g de flocos de
aveia e 1000 mL de agua destilada) descrito por SILVA-PINHATI et al. (2005).

Apés, as placas foram incubadas sob fotoperiodo de 12 horas de luz/ 12
horas de escuro a uma temperatura de 22°C + 3°C. A partir de 48 horas de
incubacdo foram realizadas avaliagbes da morfologia das colbnias e medicdes
diarias de crescimento linear do micélio, utilizando-se uma régua milimetrada
medindo-se em sentido cruzado a area de crescimento das coldnias até o primeiro
isolado de cada tratamento atingir a borda da placa. Cada observacdo dessa
variavel foi oriunda da média entre duas medidas opostas (sentido cruzado) do
didmetro da colonia.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
cada repeticdo representada por uma placa de Petri. Os dados foram analisados
estatisticamente pela analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A avaliacdo do tipo de margem, cores e elevacdo das colonias foram
realizadas quando o primeiro isolado atingiu a borda da placa.

Para estudo da morfologia e crescimento das colonias foram avaliadas a cor
do emaranhado micelial no verso da placa de acordo com o sistema de Munsell
Color Company (1954) de notacdo de cores; a forma, a margem e elevagao da
colonia, segundo classificagdo de CAPUCCINO e SHERMAN (1998); e o diametro
da colbnia. Para cada colonia foram anotadas todas as cores presentes e nao

apenas a cor predominante.

2.4 Producdo de micélio de Monilinia fructicola (peso seco) em
diferentes meios de cultura

Em erlenmeyers de 125mL contendo 50mL dos meios de cultura liquido

BDA, Pagnocca e Meio de Suco de Péssego foram colocados dois discos de 8 mm

de didmetro com crescimento dos isolados (Tab. 01) e incubados a temperatura de
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22°C + 3°C e mantidos sob agitacdo constante por cinco dias. Ao final do periodo
de incubacdo as culturas foram filtradas em papel filtro e a massa micelial foi
levada para secar em estufa a 40°C durante trés dias.

Ao final desse periodo determinou-se o peso da massa micelial de cada
isolado. O delineamento experimental utilizado foi de trés meios com quatro
repeticoes e trinta e cinco isolados. Os dados foram analisados estatisticamente
pela andlise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

2.5 Avaliacdo do crescimento micelial de isolados d e Monilinia
fructicola em meio de cultura contendo Mancozeb ou Azoxistrobi na

Na avaliacdo da variabilidade quanto a sensibilidade entre isolados de M.
fructicola, a produtos quimicos foram realizados testes in vitro, com dois principios

ativos.

Os fungicidas Azoxistrobina (Amistar”) e Mancozeb (Manzate 800") (Tab.
02) depois de solubilizados em &gua destilada foram adicionados ao meio BDA"
fundente (45°C), obtendo-se os substratos nas concentracées de 5 e 100ppm de
ingrediente ativo.

O meio BDA" com as diferentes concentracdes dos fungicidas foram
vertidos em placas (8mL/placa) e posteriormente transferiu-se para o centro de
cada placa um disco de 8mm de diametro colonizado com o micélio do fungo,
crescido em meio BDA". Em seguida as placas foram incubadas sob fotoperiodo
de 12 horas de luz/ 12 horas de escuro a uma temperatura de 22°C + 3°C. As

testemunhas consistiram de discos de micélio em meio BDA" sem o fungicida.

A partir de 48 horas de incubacdo foram realizadas medicdes diarias de
crescimento linear do micélio utilizando-se uma régua milimetrada. Cada
observacdo dessa variavel foi oriunda da média entre duas medidas opostas

(sentido cruzado) do didametro da coldnia até que a testemunha atingisse a borda.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés
repeticbes por concentracdo, sendo cada repeticdo representada por uma placa de
Petri. Os dados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia e as

meédias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 02: Fungicidas avaliados quanto a sensibilid  ade in vitro com isolados
de Monilinia fructicola. Pelotas, UFPEL, 2007.

Produto Nome técnico Formulagéo Grupo quimico Modo de

comercial atuacao
Manzate 800 Mancozeb P& molhavel Ditiocarbamatos Contato
Amistar Azoxystrobina Granulado estrobilurina Sistémico

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados observados (Tab. 03) evidenciam variagcdes de comportamento de
crescimento micelial radial de micélio entre isolados e também entre os meios de
cultura testados. As maiores médias de crescimento micelial radial foram
registradas nos meios de culturas: Suco de Péssego, ratificando os resultados
obtidos por Tian e Bertolini (1999) com Monilinia laxa. Seguidos de Pagnocca e
BDAP, respectivamente. Os isolados com maior média de crescimento micelial
radial para o meio de Suco de Péssego foram: 1G, 6BM, 5BM e 1A, para o meio de
cultura BDA" foram os isolados: 2G, 1G, 5G e 1A e para o meio Pagnocca as
maiores medias foram constatadas para os isolados: 1G, 2E, 1AR e 2M. Esses
dados comprovam que os isolados comportam-se de forma distinta entre si e entre
0s meios de cultura testados. No entanto, um isolado como foi o caso do 1G
comportou-se de forma semelhante em todos os meios de cultura. Esse fato deve-

se possivelmente a condi¢cdes genética dos isolados.

38



Tabela03: Médias de crescimento micelial radial (cm ) de isolados de
Monilinia fructicola crescidos em meio de cultura de Suco de
Péssego, Pagnocca e BDA. Pelotas, UFPEL, 2007.

Isolados gtjco de Pagnocca BDA .
éssego
1G 8.54 A 8.23a 6.81 Ab
6BM  8.33 Ab 5.87 fghij 3.14 mn
5BM  8.18 Abc 4.24 Im 4.30 Hijkl
1A 7.95 Abcd 3.95m 6.38 Bc
2G 7.68 Abcde 7.02 abc 7.85A
5G 7.65 Abcde 4.53 kim 6.83 Ab
1C 7.61 Abcde 5.44 ghijkl 5.38 cdef
JR 7.55 Bcde 6.24 cdefghij 5.50 cdef
1D 7.54 Bcde 4.58 kim 5.41 cdef
4G 7.50 Bcde 7.11 abc 6.25 bcd
1EL  7.47 Bcde 4.22 Im 3.72 kimn
1BM  7.39 Bcde 4.97 jklm 4.93 efghij
3G 7.29 Cdef 5.09 ijkim 4.95 efghij
M 7.17 Defg 6.34 cdefghi 3.13 mn
PIT 7.14 Defgh 7.33 abc 5.89 bcde
AR 7.07 defghi 5.93 efghij 3.10 mn
3MV  6.84 Efghij 6.41 cdefgh 3.92 kim
1CD  6.79 efghijk 6.57 cdefg 3.93 jkim
1B 6.41 Fghijkl 7.33 abc 5.19 efghi
1AR  6.24 Ghikl 8.09 ab 4.52 fghijk
JADE 6.19 Hijkl 7.05 abc 5.33 defgh
T 6.12 Iljki 7.03 abc 3.52 kimn
2M 6.08 Jkim 7.51 abc 4.96 efghi
ARM  5.99 Jkimn 6.60 cdefg 2.74 n
4BM  5.87 Klmno 6.15 defghij 3.7 klmn
2JR 5.72 Lmno 7.11 abc 5.37 cdefg
2E 5.50 Lmnop 8.26 a 5.58 cde
3M 5.48 Lmnop 6.67 cdefg 5.96 bcde
1CP  5.12 Mnop 5.45 ghijkl 5.04 efghi
1E 5.12 mnop 6.68 cdefg 5.82 bcde
2CP  5.04 Nop 5.59 ghijk 3.46 Imn
2BM  4.93 Opq 7.17 abc 5.46 cdef
1M 4.74 Pq 5.18 hijklm 4.19 ijkl
2EL  4.72 Pq 6.93 bcdef 4.33 ghijkl
6G 4.05 Q 7.09 abc 5.28 defgh

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
*Médias expressas em cm resultantes da medida cruzada quando o primeiro isolado atingiu a
borda da placa
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Entretanto se for considerado a producdo de massa volumétrica de micélio,
na ordem os melhores tratamentos foram: Pagnocca, BDA"” e Suco de Péssego,
respectivamente. Cujos dados podem ser comprovados pelo peso seco de micélio
(Tab. 04), também sendo constado diferencas entre meios de cultura e isolados,
isso provavelmente devido a composic¢ao do substrato.

No meio Pagnocca destacaram-se os isolados 1CP e 2BM e os isolados 3G,
3M e 2JR por produzirem maior e menor peso seco de micélio, respectivamente.
Nos meios de cultura Suco de Péssego e BDA"” também houve diferencas entre
isolados com destaque para 1CD e ARM, respectivamente (Tab. 04).

Nos trés meios de culturas testados, os isolados de M. fructicola oriundos da
cultivar de péssego Granada, por razbes desconhecidas, mostraram uma tendéncia
de maior vigor das colonias, especialmente o isolado 1G. Os isolados de outras
cultivares nao evidenciaram nenhuma tendéncia especifica.

Em relacdo ao meio de cultura BDA” também teve isolados com maior
crescimento (2G, 5G, 1G e 1A) e outros com crescimento mais lento (1EL, 4BM, T,
2CP, 6BM, M, AR e ARM). Em trabalho de natureza semelhante, porém com outro
organismo Pereira et al. (2006), também observaram distincdo no crescimento
entre isolados e atribuiram essas diferencas a diversidade na composicao genética

entre os isolados.

Tabela 04: Médias do peso seco dos isolados de  Monilinia fructicola nos
meios de cultura: Pagnocca, Suco de Péssego e BDA, Pelotas,

UFPEL, 2007.
Isolados Pagnocca SPCO de BDA
Péssego

1CP 221 a 0.35 bc 0.44 abcdef
2BM  2.18 ab 0.31 bc 0.55 abc

1C 2.05 abc 0.64 abc 0.40  abcdefg
2G 195 abcd 0.60 abc 0.11  ghi

T 1.78 abcde 0.40 bc 0.39  abcdefg
4G 1.75 abcde 0.27 bc 0.50 abcd
1E 1.73 abcde 0.56 bc 0.21 defghi
5G 1.71 abcde 0.48 bc 0.49 abcde
1G 1.70 abcde 0.31 bc 0.50 abcd
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Suco de

Isolados Pagnocca Pa BDA
éssego
1AR 1.68 abcde 0.50 bc 0.27 bcdefghi
AR 1.66 abcde 0.40 bc 0.35 abcdefghi
1M 1.63 abcde 0.54 bc 0.41 abcdefg
4BM  1.59 abcde 0.37 bc 0.31 abcdefghi
ARM 1.56 abcde 0.62 abc 0.60 a
6G 1.53 abcde 0.41 bc 0.03 [
PIT 150 abcde 0.54 bc 0.50 abcd
1D 1.48 abcde 0.28 bc 0.45 abcdef
2CP  1.46 abcde 0.36 bc 0.44 abcdef
JR 1.42  abcde 0.30 bc 0.36  abcdefgh
2EL  1.34  abcde 0.48 bc 0.17  efghi
3MVv 131 bcde 0.39 bc 0.58 ab
1B 1.30 cde 0.47 bc 0.04 hi
1EL 1.30 cde 0.72 ab 0.24  cdefghi
5BM 1.28 cde 0.37 bc 0.30  abcdefghi
M 1.27 cde 0.26 c 0.13  fghi
12 1.26 cde 0.55 bc 0.46 abcde
6BM 1.16 de 0.52 bc 0.52 abcd
2M 116 de 0.45 bc 0.31  abcdefghi
2E 1.16 de 0.22 c 0.06 hi
1BM 1.15 de 0.36 bc 0.29  abcdefghi
JADE 1.11 de 0.56 bc 0.57 abc
1CD 1.09 de 1.04 a 0.59 ab
3G 1.06 e 0.55 bc 0.53 abcd
3M  0.99 e 0.58 bc 0.47 abcde
2JR  0.92 e 0.54 bc 0.46 abcde

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

A composicdo do meio de cultura também influenciou na expressao da
coloracdo das colbnias; a maior variabilidade foi registrada no meio de cultura
BDA"; com tons de cinzas, pardos e oliviceos e as margens das coldnias a tons
mais claros como branco e amarelo (Fig. 01 e Tab. 05). Dados semelhantes foram
obtidos por De Cal e Melgarejo (1999), onde a coloragcéo de colbnias de Monilinia
spp. com meio de cultura BDAY, variou em tons de cinza, camurca e branco. J&
Lane (2002), obteve coloracéo cinza para isolados de Monilinia fructicola, amarelo
para M. fructigena e branco para M. laxa.

No meio de cultura de Suco de Péssego houve pequena variagdo na

coloracao salvo os isolados 1A, 4G, 5G e 1M de cor pardo acinzentado e cinzento
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rosado (Tab. 06) os demais apresentaram coloracdo branco rosado (Fig. 01). No
meio de cultura Pagnocca a maior parte dos isolados apresentaram coloracéo
branca com excecdo dos isolados 4BM, 1C, 1CP, 6G, Jade e 2M que tam

apresentaram coloragéo cinzento claro (Fig. 01; Tab. 07).

Fig 01: VariacGes dos isolados de  Monilinia fructicola
nos meios de cultura Suco de Péssego, BDA e Pa gnocca.

Estudos realizados por Vechiato et al. (2003), com isolados de Diaporthe
spp. atribuiram as diferencas na coloracdo micelial a variabilidade existente entre
os isolados. Ja para Pereira et al. (2006), variagdo nas caracteristicas culturais de
Lasiodiplodia thebromae em diferentes substratos € um indicativo que a maioria
dos fungos, difere nas suas caracteristicas morfolégicas conforme modificacdes no
substrato de desenvolvimento. Fato também observado por Rosa e Menezes
(2001), com isolados de Pseudocercospora musae causador da cercosporiose da
bananeira em diferentes meios de cultura testados.

Quanto a forma das colénias nos meios de cultura testados a maioria dos
isolados apresentou forma circular, excetuando-se 1CD, 4G, 3MV e 1M em meio de
cultura BDA" e 2CP em meio de cultura Pagnocca apresentaram também forma
irregular (Tabs. 05 e 07). As margens das col6nias em todos os isolados cultivados
em meio de Suco de Péssego apresentaram margem ondulada (Tab. 06) e para

BDA" e Pagnocca variaram entre lobadas e onduladas (Tabs. 05 e 07). Resultados
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semelhantes foram encontrados por Lane (2002), onde margem lobada e lisa foi
caracterizada como M. laxa e margem lobada para M. fructicola e M. fructigena.
Para esse autor a presenca da margem da col6nia lobada ajuda a identi M
isolados de M. laxa de M. fructicola e M. fructigena.

No que se refere a topografia das coldnias os isolados cultivados em meio
de Suco de Péssego apresentaram elevacdo plana com excecao do isolado 1CD
(Tab. 06), ja os isolados cultivados em meio de cultura BDA” e Pagnocca
apresentaram variacoes entre planas e elevadas (Tabs. 05 e 07).

Variagdo nas caracteristicas culturais também foi relatado por Couto e
Menezes (2004), com isolados de Colletotrichum musae em meio de cultura BDA",
atribuindo que isolados da mesma espécie apresentam grande variabilidade no
mesmo substrato devido ao fato de existir presenca de ragas fisiologicas.

Nos parametros avaliados (cor, margem, forma e elevacdo) observou-se
diferenca de comportamento do patégeno entre e em cada meio de cultura

dependendo do isolado.

Tabela 05: Origem dos isolados e caracteristicas morfolégicas das colbnias de
Monilinia fructicola cultivadas em meio de cultura BDA. Pelotas,

UFPEL, 2007.
Isolados  Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagéo
1A Aldrighi Cascata ci pacl/cic/ paac/ pa ac lob circ elev/plan
mt es
AR Amarelo Pelotas ciol/ciolcl ond/lob circ plan
1AR Amarelo Colbnia ci cl/ br/ am pa lob circ elev
Maciel
ARM Amarelo Monte Bonito ciol ond circ plan
molar
1B Bolinha Pelotas pa ac mt es/ pa ac es/ pa lob circ elev/plan
ac/ ci pacl
1BM Branco Morro pa ac/ cicl/ paac es/ cipa ond/lob circ elev/plan
molar Redondo cl
2BM Branco Caxias cicl/ cipacl paac mtes lob circ elev/plan
molar
4BM Branco - pa ac es/ pa ac/ cipacl/ci ond/lob circ plan
molar cl
5BM Branco Cangucgu cicl ond/lob circ elev/plan
molar
6BM Branco Monte Bonito cicl/ciol ond/lob circ plan
molar
1CD Cardeal Cangucu ciol/ paes/cipacl/cicl/ci ond/lob circlirreg plan
ol cl/ ol pa



Isolados  Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagao
1C Chimarrita Colbnia cicl/ cipacll br ond/lob circ elev/plan
Maciel
1CP Chiripa - pa ac mt es/ ci pacl/ pa es lob circ plan
2CP Chiripa Colonia ciol ond/bol circ plan
Maciel
1D Diamante Cascata ci cl/ pa ac/ ci pa cl lob circ elev/plan
1EL El dourado Cascata pa ac cl/ pa ac/ pa ac es circ
2EL El dourado Cangucgu pa ac es/ pa ac/ ci pacl/ pa ond/lob circ elev/plan
ac mtes
1E Esmeralda Rincéo da pa ac/ ci cl/ pa ac es lob circ elev/plan
Caneleira
2E Esmeralda Cangucgu pa ac mt es/ pa ac/ ci pacl/ lob circ elev/plan
cicl/ pa ac es
1G Granada Cascata ci cl/ cipa cl/ paac/ ol pa/ ci ond/lob circ elev/plan
ol cl/ am pa
2G Granada Vila Nova ci pa cl/ ci cl/ pa ac/ br circ elev
ond
3G Granada Rincéo da pa ac es/ paac/cicl/cipa ond/lob circ elev/plan
Caneleira cl
4G Granada Cangucgu pa ac mtes/ cicl/ paac/ci ond/lob circ/irreg elev/plan
pa cl/ pa ac es
5G Granada Caxias Pa ac/ ci pa cl/ ci cl/ ci es/ ci ond circ elev/plan
ol cl/ ci ol
6G Granada 7° Distrito ol pa/ ci cl/ pa ol ond/lob circ plan
Jade Jade Cascata pa ac/ ci pa cl/ ci cl/ br lob circ elev/plan
1JR Jader Piratini cipacl/cicll br ond/lob circ plan
2JR Jader Cerrito cicl/ ciol/ cime es/ paaci ond/lob circ elev/plan
mr es/ ol/ ci pa cl/ pa es
3MV Maciel Coldnia cicl/ciolcl lob circlirreg plan
Maciel
M Molar Colbnia pa ac es/ paac/ cipacl/ci ond/lob circlirreg plan
Maciel cl
1M Molar Cascata cicl/ ol pa/ ciolcl ond/lob circ plan
2M Molar Caxias pa ac mt es/ ci pacl/ cicl lob circ elev/plan
3M Molar Porto Alegre cicl/ pa ac/ ci pa cl/ pa ac lob circ plan
es
Pit Pit Vila Nova cicl/ paac cl/ BR ond/lob circ plan
T Turquesa Rincao da ciol/ cicl/ciolcl ond/lob circ plan
Caneleira

Circ. Circular, Irreg. Irregular, Elev. Elevada, Plan. Plana. Ond. Ondulada, Lob. Lobada, Am pa.
Amarelo palido, Br. Branco, Ci cl. Cinzento claro. Ci pa cl. Cinzento pardacento claro, Ci ol. Cinzento
olivaceo. Ci ol cl. Cinzento olivaceo claro, Pa ac. Pardo acinzentado. Pa ac es. Pardo acinzentado

escuro, Pa ac mt es. Pardo acinzentado muito escuro. Ol. Olivaceo, Ol pa. Olivaceo pélido.

Tabela 06: Origem dos isolados e caracteristicas morfoldgicas
Monilinia fructicola cultivadas em meio de cultura Suco de
Péssego. Pelotas, UFPEL, 2007.

das colbnias de

Isolados Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagéo
12 Aldrighi Cascata br ro/pa ac/ci ro ond circ plan
AR Amarelo Pelotas brro ond circ plan



Isolados Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagéo
1AR Amarelo Colbnia Maciel brro ond circ plan
ARM Amarelo molar Monte Bonito br ro ond circ plan

Bolinha Pelotas brro ond circ plan
1B
1BM Branco molar Morro Redondo br ro ond circ plan
2BM Branco molar Caxias br ro ond circ plan
4BM Branco molar - brro ond circ plan
5BM Branco molar Cangugu br ro ond circ plan
6BM Branco molar Monte Bonito brro ond circ plan
1CD Cardeal Cangugu br ro ond circ elev/plan
1C Chimarrita Colbnia Maciel br ro ond circ plan
1CP Chiripa - brro ond circ plan
2CP Chiripa Colonia Maciel br ro ond circ plan
1D Diamante Cascata brro ond circ plan
1EL El dourado Cascata brro ond circ plan
2EL El dourado Cangugu brro ond circ plan
1E Esmeralda Rincéo da Caneleira br ro ond circ plan
2E Esmeralda Cangugu brro ond circ plan
1G Granada Cascata brro ond circ plan
2G Granada Vila Nova brro circ plan
ond
3G Granada Rincéo da Caneleira br ro ond circ plan
4G Granada Cangugu br ro/pa ac ond circ plan
5G Granada Caxias br ro/pa ac ond circ plan
6G Granada 7° Distrito br ro ond circ plan
Jade Jade Cascata br ro ond circ plan
1JR Jader Piratini brro ond circ plan
2JR Jader Cerrito br ro ond circ plan
3MV Maciel Coldnia Maciel brro ond circ plan
M Molar Colbnia Maciel br ro ond circ plan
M Molar Cascata br ro/pa ac ond circ plan
2M Molar Caxias br ro ond circ plan
3M Molar Porto Alegre brro ond circ plan
Pit Pit Vila Nova brro ond circ plan
T Turquesa Rincado da Caneleira brro ond circ plan

Circ. Circular, Irreg. Irregular. Elev. Elevada, Plan. Plana. Ond. Ondulada, Lob. Lobada. Br ro.
Branco rosado, Pa ac. Pardo acinzentado, Ci ro. Cinzento rosado

Tabela 07: Origem dos isolados e caracteristicas morfolégicas
Monilinia fructicola cultivadas em meio de Pagnocca. Pelotas,

das colbnias de

UFPEL, 2007.
Isolados Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevacgéo
12 Aldrighi Cascata br ond circ Plan
AR Amarelo Pelotas br ond circ elev/plan
1AR Amarelo Coldnia br ond circ elev/plan
Maciel
ARM Amarelo Monte br ond circ Plan
molar Bonito
1B Bolinha Pelotas br ond circ elev/plan
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Isolados Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagdo
1BM Branco molar Morro br ond circ elev/plan
Redondo
2BM Branco molar Caxias br ond circ elev/plan
4BM Branco molar - br/ci cl ond circ elev/plan
5BM Branco molar  Cangucu br ond circ elev/plan/umb
6BM Branco molar Monte br ond circ elev/plan
Bonito
1CD Cardeal Cangugu br ond circ elev/plan
1C Chimarrita Coldnia br/ci cl ond circ elev/plan
Maciel
1CP Chiripa - ci/ cicl ond circ Plan
2CP Chiripa Colonia cicl ond circ/irreg Plan
Maciel
1D Diamante Cascata br ond/lob circ elev/plan
1EL El dourado Cascata br ond circ Plan
2EL El dourado Cangugu br ond circ Plan
1E Esmeralda Rincédo da br ond circ Plan
Caneleira
2E Esmeralda Cangugu br ond circ Elev
1G Granada Cascata br ond circ elev/plan
2G Granada Vila Nova br circ elev/plan
ond
3G Granada Rincéo da br ond circ elev/plan
Caneleira
4G Granada Cangugu br ond circ Plan
5G Granada Caxias br ond circ Plan
6G Granada 7° Distrito br/ci cl ond circ elev/plan
Jade Jade Cascata br/ci cl ond circ elev/plan
1JR Jader Piratini br ond circ Plan
2JR Jader Cerrito br ond circ elev/plan
3MV Maciel Coldnia br ond circ elev/plan
Maciel
M Molar Colbnia br ond circ elev/plan
Maciel
1M Molar Cascata br ond circ Plan
2M Molar Caxias br/ ci cl ond circ Plan
3M Molar Porto Alegre br ond circ elev/plan
Pit Pit Vila Nova br ond circ elev/plan
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Isolados Cultivares Origem Cor Margem Forma Elevagdo

T Turquesa Rincéo da br ond circ elev/plan
Caneleira

Circ. Circular, Irreg. Irregular. Elev. Elevada, Plan. Plana, Umb. Umbonada. Ond. Ondulada, Lob.
Lobada. Br ro. Branco Ci cl. Cinzento claro.

BN

Quanto a sensibilidade a substancias fungicidas os isolados testados
mostraram diferentes comportamentos aos principios ativos Mancozeb e
Azoxistrobina incorporados ao substrato BDA" (Tabs. 08 e 09). Na concentracéo
de 5ppm de Mancozeb os isolados com maior inibicdo do crescimento micelial
foram: 1M, ARM e 2M e com Azoxistrobina os isolados 3MV, 1D, 1JR, 2JR, 1EL,
5BM, ARM, 2M e 1G. DILL (2006), observou paralelamente reducdo no
crescimento micelial de M. fructicola com baixas concentragdes de Azoxistrobina,
possivelmente pelo fato de se tratar de um fungicida mais recente onde houve
menor pressdo de selecdo em funcdo do tempo de sua utilizacdo. Fato também
relatado por MOREIRA (2005) para Trichothecium roseum e para Colletotrichum
gloeosporioides causador da antracnose do mamao por TAVARES e SOUZA
(2005).

As maiores doses dos principios ativos mostraram maior eficiéncia em inibir
0 crescimento em maior numero de isolados. Com 100ppm de principio ativo no
meio de cultura apenas os isolados 2CP, 1M, 1BM, 5BM, 6G e 4G tiveram 0
crescimento inibido por Mancozeb e os isolados 2CP e 2JR por Azoxistrobina
(Tabs. 08 e 09). Resultado semelhante foi obtido por DILL (2006) com
Azoxistrobina o qual inibiu completamente o crescimento micelial de isolados de M.
fructicola. Estudos realizados por MOREIRA (2005) também constatou inibicdo do
crescimento micelial de isolados de Trichothecium roseum com 0s principios ativos

Mancozeb e Azoxistrobina.
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Tabela 08: Médias de sensibilidade do crescimento micelial de
isolados de Monilinia fructicola em meio de cultura BDA com
o0 principio ativo Manzeb. Pelotas, UFPEL, 2007.

Isolados Manzeb 100ppm Manzeb 5ppm
5G 3.6la 5.03a
6BM 3.51ab 3.9 abcde
2G 3.28 ab 3.88abcde
1C 3.20 ab 3.47 abcde
AR 2.97 ab 4.06 abcde
3G 2.85 abc 3.52 abcde
JADE 2.85 abc 2.90 abcde
2BM 2.82 abc 3.77 abcde
2E 2.73 abc 3.60 abcde
M 2.68 abc 3.66 abcde
1A 2.66 abc 4.37 abcd
1EL 2.56 abc 3.84 abcde
1D 2.48 abc 3.10 abcde
2M 2.37 abc 1.83 e
1E 2.35 abc 3.61 abcde
T 2.18 abc 3.69 abcde
1G 2.10 abc 3.28 abcde
1CD 2.06 abc 3.79 abcde
4BM 1.90 abc 3.75 abcde
JR 1.59 abc 3.29 abcde
2JR 1.56 abc 4.63 abc
2EL 1.55 abc 2.79 abcde
1CP 1.27 abc 3.15 abcde
3MV 0.95 abc 4.81 ab
1B 0.87 abc 4.12 abcd
1AR 0.86 abc 3.56 abcde
PIT 0.48 bc 4.07 abcd
3M 0.45 bc 3.40 abcde
ARM 0.40 bc 2.37 de
2CP Oc 3.17 abcde
1M Oc 2.53 cde
1BM Oc 2.84 abcde
5BM Oc 2.74 bcde
6G Oc 3.20 abcde
4G Oc 3.71 abcde

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

*Médias expressas em cm resultantes da medida cruzada quando a testemunha atingiu a borda da
placa
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Tabela 009:

Médias

de

sensibilidade

do

crescimento micelial
isolados de Monilinia fructicola em meio de cultura BDA com

o0 principio ativo Azoxistrobina. Pelotas, UFPEL, 20  07.

de

Isolados Azoxistrobina 100ppm Azoxistrobina 5ppm
12 3.61la 3.59 abcd
2BM 3.33ab 4.83 ab
4G 3.09 abc 3.58 abcd
2E 3.03 abcd 3.00 bcde
1C 2.91 abcd 2.82 abcd
1G 2.91abcd of
2EL 2.73 abcd 2.94 bcde
PIT 2.47 abcde 3.97 abc
5G 2.41 abcde 3.41 abcde
T 2.39 abcde 3.62 abcd
M 2.38 abcde 2.87 bcde
4BM 2.23 abcde 2.48 bcde
1CD 2.22 abcde 3.48 abcd
1BM 2.21 abcde 3.28 abcde
3G 2.20 abcde 3.43 abcde
1B 2.17 abcde 2.61 bcde
1CP 2.10 abcde 3.11 bcde
1D 2.09 abcde 2.37 cdef
2JR 2.01 abcde 1.84 cdef
1E 1.85 abcde 2.83 bcde
1M 1.77 abcde 3.81 abcd
3M 1.73 abcde 572 a
ARM 1.69 abcde 1.38 def
1AR 1.68 abcde 4.01 abc
2G 1.54 abcde 2.95 bcde
3MV 1.46 abcde 2.37 cdef
6BM 1.14 abcde 3.16 bcde
6G 0.99 abcde 2.94 bcde
AR 0.86 bcde 3.11 bcde
5BM 0.76 bcde 1.61 cdef
2M 0.66 cde 0.98 ef
JADE 0.60 cde 3.96 abc
1EL 0.40 de 1.63 cdef
2CP Oe 3.13 bcde
JR Oe 2.02 cdef

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

*Médias expressas em cm resultantes da medida cruzada quando a testemunha atingiu a borda da
placa.
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4. Conclusodes

Ha variabilidade no crescimento micelial em funcdo da composicdo do meio
e também quanto aos isolados;

N&o ha correspondéncia entre velocidade de crescimento radial e peso seco
de micélio;

Héa ampla variabilidade nas caracteristicas morfolégicas entre isolados de M.
fructicola o que dificulta sua utilizacdo na sistematica da espécie;

Os isolados respondem de forma diferente a doses de principios ativos dos

fungicidas Azoxistrobina e Mancozeb.
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5. Conclusfes Gerais

Os isolados de Monilinia fructicola coletados na regido Sul do Rio Grande do
Sul apresentaram ampla variabilidade nas caracteristicas morfoldgicas estudadas.
A técnica molecular de PCR é um método relativamente rapido e pratico

para identificacdo de fitopatdgenos.
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