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RESUMO

O Nordeste brasileiro ¢ um dos maiores produtores de melao (Cucumis melo L.) do Pais. A pratica
do monocultivo, associado a0 manejo inadequado de tecnologias, tem contribuido para o aumento
na incidéncia e severidade de doengas nas areas de cultivo. Estudos recentes identificaram a
ocorréncia de manchas foliares e lesdes necréticas em frutos de cucurbitaceas (meldo, melancia e
abdbora) associadas a infec¢ao causada pelo fungo Cladosporium tenuissimum. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar os componentes de adaptabilidade de isolados de
Cladosporium spp., avaliando diferentes niveis de temperatura, pH e salinidade, além da
sensibilidade a diferentes produtos agricolas a base de cobre. O experimento foi conduzido no
laboratério de Fitopatologia IT da Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Foram analisados 19
isolados de Cladosporium spp. Para os componentes de adaptabilidade foram avaliados:
temperatura, pH, salinidade e a sensibilidade aos produtos a base de cobre. Os ensaios foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes por
tratamento. Os ensaios foram repetidos. Para isso, discos de micélio de 6 mm de diametro, obtidos
com quatorze dias de crescimento em meio batata-dextrose-dgar BDA, no escuro, foram
depositados em placas de Petri e submetidos a diferentes condi¢Oes experimentais: temperaturas
de 5, 10, 15, 20, 25,30 ¢ 35 °C; pH 5, 6, 7, 8 € 9; concentracdes de cloreto de sodio (NaCl) de 0,
250, 500, 750 € 1000 mM; e cinco produtos ctpricos (500 mL/ha para Copper Crop®, 200 g/100 L
para Kocide 538 WG®, 1,8 kg/ha para Redsheld® 750, 200 mL/ 100 L para Supera® e 1 L/400 L
para Difere®). Os resultados revelaram ampla variabilidade de resposta dos isolados frente aos
componentes de adaptabilidade. A temperatura Otima para crescimento micelial dos isolados
avaliados variou entre 19,28 e 24,85 °C. As concentracdes de NaCl reduziram significativamente
o crescimento de todos os isolados in vitro. Para a concentracdo a 250 mM, o crescimento dos
isolados variou de 1,39 (CLAD 3) a 2,38 mm dia™' (CML09); na concentragao de 500 mM a
variacao foi de 1,23 (CLAD 3) a 2,27 mm dia' (CMLI11); em 750 mM, o crescimento variou de
1,12 (CLAD 3) a 2,07 mm dia™! (CML11); e na concentracao de 1.000 mM o crescimento variou
de 1,05 (CMXO04) a 1,91 mm dia™! (CLAD). No entanto, nenhuma das concentracdes foi capaz de
inibir completamente o crescimento dos isolados. No pH 5, o crescimento variou de 1,66 (CMLO07)
a 2,99 mm dia™' (CML09); para o pH 6 a variagdo de crescimento foi de 1,24 (CMLO07) a 2,84 mm
dia™ (CMLO09); ja no pH 7 o menor crescimento foi de 1,24 (CMLO07) e o maior em 2,62 mm dia™!



(CMXO01); para o pH 8 o crescimento variou de 1,07 (CMLO07) a 2,64 mm dia™' (CMXO03); e no pH
9 o crescimento variou de 1,17 (CMLO07) a 2,58 mm dia! (CMXO03). Os produtos Supera®,
Redshield® 750, Kocide 538 WDG®™ e Difere® apresentaram os maiores valores de porcentagem
de inibigdo de crescimento (PIC) para a maioria dos isolados, destacando-se estatisticamente em
relagdo ao Copper Crop®. O Redshield® 750 foi mais eficaz para os isolados CML11, CLAD 3 e
CLAD 4, enquanto Redshield® 750 e Difere® se destacaram nos isolados CLAD e CLAD 2. Os
dados gerados neste estudo ampliam o entendimento sobre a variabilidade de Cladosporium spp. e
oferecem novas informagdes para o desenvolvimento de programas de melhoramento e adogao de

medidas de controle mais eficientes nas principais areas produtoras da regido.

Palavras-chave: Cucurbitaceas; fitopatologia; sarna; meldo.



ABSTRACT

The Northeast region of Brazil is one of the largest producers of melons (Cucumis melo L.) in the
country. However, the practice of monoculture combined with inadequate technological
management has contributed to an increase in the incidence and severity of diseases in cultivation
areas. Recent studies have identified the occurrence of leaf spots and necrotic lesions on cucurbit
fruits (melon, watermelon, and pumpkin), associated with infections caused by the fungus
Cladosporium tenuissimum. Given this context, the objective of this study was to evaluate the
adaptability of Cladosporium spp. isolates to various environmental conditions, assessing different
levels of temperature, pH, and salinity, as well as their sensitivity to copper-based agricultural
products. The experiment was conducted in the Plant Pathology II Laboratory at the Federal Rural
University of the Semi-Arid. Nineteen isolates of Cladosporium spp. were analyzed. The following
adaptability factors were evaluated: temperature, pH, salinity, and sensitivity to copper-based
products. The experiments followed a completely randomized design (CRD) with four replicates
per treatment, and all tests were repeated. For this purpose, 6 mm diameter mycelial discs, obtained
after fourteen days of growth on potato dextrose agar (PDA) medium in the dark, were placed in
Petri dishes and subjected to the following experimental conditions: temperatures of 5, 10, 15, 20,
25, 30, and 35 °C; pH levels of 5, 6, 7, 8, and 9; sodium chloride (NaCl) concentrations of 0, 250,
500, 750, and 1000 mM; and five copper-based products (Copper Crop® at 500 mL/ha, Kocide
538 WG® at 200 g/100 L, Redshield® 750 at 1.8 kg/ha, Supera® at 200 mL/100 L, and Difere®
at 1 L/400 L). The results revealed wide variability in the isolates’ responses to the adaptability
factors. The optimum temperature for mycelial growth ranged from 19.28 to 24.85 °C. Increasing
NacCl concentrations significantly reduced the in vitro growth of all isolates. At 250 mM, isolate
growth ranged from 1.39 mm/day (CLAD 3) to 2.38 mm/day (CML09); at 500 mM, from 1.23
mm/day (CLAD 3) to 2.27 mm/day (CML11); at 750 mM, from 1.12 mm/day (CLAD 3) to 2.07
mm/day (CMLI11); and at 1000 mM, from 1.05 mm/day (CMX04) to 1.91 mm/day (CLAD).
However, none of the concentrations completely inhibited isolate growth. At pH 5, growth ranged
from 1.66 mm/day (CMLO7) to 2.99 mm/day (CML09); at pH 6, from 1.24 mm/day (CMLO07) to
2.84 mm/day (CML09); and at pH 7, from 1.24 mm/day (CMLO07) to 2.62 mm/day (CMXO01). At
pH 8, growth ranged from 1.07 mm/day (CMLO07) to 2.64 mm/day (CMXO03), and at pH 9, from
1.17 mm/day (CMLO7) to 2.58 mm/day (CMXO03). The products Supera®, Redshield® 750,



Kocide 538 WG®, and Difere® showed the highest percentages of growth inhibition (PIC) for
most isolates, standing out statistically in comparison to Copper Crop®. Redshield® 750 was the
most effective for isolates CML11, CLAD 3, and CLAD 4, while Redshield® 750 and Difere®
were most effective for isolates CLAD and CLAD 2. The results of this study enhance our
understanding of the variability of Cladosporium spp. and provide valuable information for
breeding programs and the development of more effective control strategies in the main cultivation

areas of the region.

Keywords: Cucurbits; Plant Pathology; Scab; Melon.
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1 INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) ¢ uma importante cultura vegetal diploide, pertencente a
familia das cucurbitaceas, que junto a melancia (Citrullus lanatus [Thunb.] Matsum and Nakai),
ao pepino (Cucumis sativus L.) e a abobora (Cucurbita spp.), consiste em aproximadamente 120
géneros e 850 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Hora ef al., 2018). E uma
das culturas mais extensivamente cultivadas em regides quentes (tropicais e subtropicais) pelo
mundo (Daryono e Kumalawati, 2011).

Em escala comercial, a produ¢do de meldes ultrapassa 30 milhdes de toneladas métricas
em mais de 100 paises (FAO, 2023). O mercado mundial de sementes de hortalicas, incluindo o
melao, foi estimado em 8,7 bilhdes de dolares em 2020, com previsao de alcangar 15,3 bilhdes de
dolares até 2027 (MRF, 2021). No Brasil, cerca de 862.387 toneladas de meldo foram produzidas
no ano de 2023, gerando renda de 1.255.050 reais. No mesmo ano, a regido que deteve a maior
produgdo no Brasil foi o Nordeste, sendo o estado do Rio Grande do Norte (RN) responsavel por
produzir 604.566 toneladas do fruto, gerando renda de 823.025 mil reais. Os municipios de
Mossord e Baraiina destacam-se como maiores produtores do RN, com uma renda, por producao
anual, de 338.292 e 216.225 mil reais, respectivamente (IBGE, 2023).

De acordo com Oliveira et al. (2017), os tipos de meldo mais comercializados no Brasil
sdo: Amarelo, Pele de Sapo, Galia, Cantaloupe, Charentais ¢ Honeydew (inodorus). O meldo
Amarelo ¢ amplamente cultivado no campo devido a sua rusticidade, boa conservacao pos-colheita,
resisténcia ao transporte de longas distancias, e armazenamento em temperatura ambiente. Com
casca amarela, polpa branco-creme e formato eliptico ou ovalado, ¢ preferido por muitos
produtores e consumidores.

A combinagdo de fatores climaticos, como alta temperatura, baixa umidade relativa do ar e
intensa luminosidade, favorece o cultivo e o desenvolvimento do meloeiro, proporcionando maior
produtividade e qualidade dos frutos ao longo do ano na regido Nordeste do Brasil (Guimaraes;
Aragdo, 2019). A producdo dessa cucurbiticea nas principais regides produtoras do Brasil ¢
marcada pelo uso de insumos de alto rendimento, sementes hibridas, irrigacao frequente, mulching,
entre outros. O cultivo ¢ feito em monocultura, com dois ou mais ciclos repetidos no mesmo solo

ao longo do ano (Souza, 2012; Figueirédo et al., 2017; Lambert et al., 2017; Lima et al., 2017).
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A expansao das culturas, aliada ao cultivo intensivo e continuo sem a adogao de praticas de
manejo integrado, tem contribuido para o aumento da incidéncia e severidade de doengas, o que
pode limitar drasticamente a producao (Sales Junior et al., 2019b). Os fungos sao um dos principais
responsaveis por perdas na producao, pois causam doencgas ¢ devastam plantacdes (Ferreira et al.,
2015).

As doengas continuam sendo um dos maiores obstaculos no desenvolvimento da cultura do
meloeiro, pois restringem as atividades comerciais de producao e exportacao, € sua ocorréncia
compromete investimentos que poderiam gerar capital e empregos. Elas tém diversas origens,
incluindo causas bidticas, abidticas, nutricionais e fatores ambientais. No entanto, as doengas
microbianas s3o de maior interesse para os produtores, seja pelo seu poder destrutivo, seja pelas
consequéncias econdmicas negativas de sua presenga, ja que podem ser causadas por diversos
patdgenos, como fungos, bactérias, virus e nematoides (Viana et al., 2001).

Alguns agentes sdo relatados como sendo causadores de doengas em meloeiro, sendo eles
Fusarium solani (Mart.) Sacc., Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e Rhizoctonia solani J.G
Kiihn causando podriddo em partes das plantas e frutos, assim como Cladosporium tenuissimum
Cooke, sendo relatado no Brasil como fitopatdégeno, causando manchas foliares (Gomes et al.,
2023; Porto et al., 2020).

O Cladosporium é um género pertencente a familia Dematiaceae, do filo Ascomycota.
Inicialmente esse género foi classificado por Link em 1815 (L1, 2013; Crous ef al., 2007). Em
relag@o as caracteristicas morfologicas, o micélio das colonias ¢ bem desenvolvido e ramificado,
com bordas brancas. Aparece flocoso, com um centro escuro coberto por micélio branco, que
gradualmente desbota para margens brancas. No centro, o micélio ¢ escuro e elevado, contendo
conidios em diversos tons de oliva, juntamente com cicatrizes claras de esporos e umbilicais
(Bensch ef al., 2012; Levetin e Dorsey, 2006).

Existem trés grandes complexos de espécie, que sdo reconhecidos e distribuidos com base
em sua morfologia, sdo eles o Cladosporium herbarum (Pers.) Link, C. sphaerospermum Penzig e
C. cladosporioides (Fresen) de Vries (Bensch ef al., 2018). Esses fungos tém uma distribuicao
cosmopolita e podem ser encontrados e isolados de diversos substratos, como plantas, outros
fungos, solo, alimentos, produtos téxteis, entre outros. A maioria das espécies de Cladosporium €
saprofita, mas também existem espécies endofiticas e parasitas de plantas (Iturrieta-Gonzélez et

al., 2021).
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Os fungos do género Cladosporium, encontrados como fitoparasitas, sdo considerados
patoégenos de pos-colheita, em sua maioria atacando graos, porém algumas espécies também sao
observadas em folhas e frutos. Em culturas de tomateiro, por exemplo, podem causar lesdes com
cloroses intensas em suas folhas (Lopes e Avila, 2005). Outro exemplo de espécies do género
Cladosporium como fitopatogeno € observado em plantas de maracujd, causando a verrugose, que
afeta a comercializacdo dos frutos devido ao aparecimento de lesdes rugosas que depreciam o
produto. O agente que causa a verrugose no maracuja ¢ o C. herbarum, que além das lesdes
causadas nos frutos, também afeta a parte aérea das plantas jovens, causando lesdes nas folhas,
ramos e caules, podendo levar as plantas a morte (Abdollahzadeh et al., 2020; Joy et al., 2016).

Na cultura do meloeiro, C. cucumerinum Ellis & Arthur é encontrado como uma espécie
fitopatogénica, causadora da doenca conhecida como Sarna. E observado desde o primeiro estagio
das plantas até¢ o fruto. Quando infectadas, as folhas apresentam manchas com caracteristicas
encharcadas, nos frutos o fungo causa a decomposicdo dos mesmos (Viana et al., 2001; Braun et
al., 2003; Lavigne et al., 2013). Recentemente, Gomes et al. (2023) realizaram o primeiro relato,
no Brasil, de C. tenuissimum como fitopatdgeno em cucurbiticeas, sendo o meloeiro uma das
culturas afetadas. Observou-se manchas necréticas moderadas e graves em folhas e frutos, que
consequentemente podem provocar a diminuicdo da area verde foliar, reduzindo o potencial
fotossintético e levando ao desfolhamento das plantas doentes (Bensch et al., 2012). Além da
cultura do meloeiro, o C. tenuissimum foi relatado recentemente como causador de doengas em
plantas, pela primeira vez, em pessegueiro no México (Nativitas-Lima et al., 2023), em cravo na
China (Xie et al., 2022) e em morangueiro no Brasil (Santos et al., 2020).

Lavigne ef al. (2013) sugerem que a melhor estratégia para o controle de fungos do género
Cladosporium spp. € o controle quimico, como exemplo uso de fungicidas a base de cobre.

Na agricultura, o primeiro composto antimicrobiano a base de cobre foi a calda bordalesa,
que ¢ uma mistura de sulfato de cobre pentahidratado e hidroxido de calcio (Lamichhane et al.,
2018). De acordo com Cha e Cooksey (1991) os compostos a base de cobre possuem uma
toxicidade alta para fitopatdogenos, uma baixa toxicidade para mamiferos, estabilidade quimica que
impede de serem levados das superficies das plantas, amplo espectro e um baixo custo quando
comparados aos fungicidas que possuem outros compostos em suas formulagdes.

Os fungicidas ctpricos sao utilizados exclusivamente como protetores, por ndo possuirem

acdo curativa ou sistémica. Logo, o controle da doenca ¢ mais eficaz devido a redugao do acimulo
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do in6culo nos tecidos foliares, causando a prevencao de infec¢des. Devido a sua liberacao lenta
de ions cobre, o cobre fixado ¢ menos prejudicial para as plantas e possui uma atividade residual
superior contra doengcas em comparacdo com o cobre ndo fixado, permanecendo
predominantemente insolivel dentro das plantas para fornecer uma pelicula protetora que libera
lentamente ions de cobre toxicos para células microbianas ao entrar em contato com agua e pH
baixo. A concentragdo de ions de cobre nas folhas depende do equilibrio entre as formas complexas
e soluveis de cobre (Menkissoglu e Lindow, 1991).

De acordo com Sommer (1931) o cobre ¢ um micronutriente importante para organismos
vivos como as plantas, atuando como cofator enzimatico na respiragao e proteinas de transporte de
elétrons. Devido a isso, os fungicidas a base de cobre sdo utilizados também na agricultura
organica, pois a utilizagdo de fungicidas convencionais ¢ proibida nesse sistema. Tanto na
agricultura organica quanto na convencional, os fungicidas a base de cobre sdo utilizados
amplamente para o manejo de doengas causadas por bactérias, assim como para uma vasta gama
de fungos e oomicetos em plantas (Finckh et al., 2015).

Portanto, o objetivo deste estudo foi obter novas informacdes acerca da adaptabilidade de
Cladosporium spp., avaliando diferentes temperaturas, pHs e salinidades, e sua sensibilidade a

diferentes produtos a base de cobre.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados de Cladosporium spp.

Dezenove isolados de Cladosporium spp. (Tabela 1) foram utilizados neste estudo. Doze
desses isolados estdo depositados na colecdo fingica do Laboratorio de Fitopatologia e
Microbiologia I da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA, sendo previamente
confirmados como C. tenuissimum por andlises moleculares (Gomes et al., 2023). Os demais sete
isolados foram obtidos a partir de folhas de meloeiro com sintomas de manchas necrdticas
moderadas e severas, caracteristicos da sarna, coletadas em fazendas comerciais localizadas nos

municipios de Mossor6 e Baratna, no estado do Rio Grande do Norte (RN), Brasil.



Tabela 1 - Isolados de Cladosporium spp. utilizados no estudo.
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GenBank
Isolado Espécie Culturas  Localizacoes Regiao Regido
de coletas! ITS? TEF13
CMX01* C. tenuissimum Abdbora Baratna/RN OP493556  OP536836
CMX02* C. tenuissimum Abobbora Baratina/RN OP493555  OP536837
CMX03* C. tenuissimum Abobbora Baratina/RN 0OP493554  OP536838
CMXo04* C. tenuissimum Abodbora Baratina/RN 0OP493553  OP536839
CLAO05* C. tenuissimum Melancia ~ Jandaira/RN OP493552  OP536840
CMLO06* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493551  OP536841
CMLO7* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493550  OP536842
CMLO08* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493549  OP536843
CML09* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN 0OP493548  OP536844
CML10* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493547  OP536845
CML11* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493546  OP536846
CML12* C. tenuissimum Melao Jandaira/RN OP493545  OP536847
CLAD® Cladosporium sp. Meldo Mossor6/RN - -
CLAD 1° Cladosporium sp. Meldo Baratina/RN - -
CLAD 2° Cladosporium sp. Meldo Baratina/RN - -
CLAD 3° Cladosporium sp. Meldo Baratina/RN - -
CLAD 4° Cladosporium sp. Meldo Baratina/RN - -
CLAD 159.1°  Cladosporium sp. Meldo Mossoré/RN - -
CLAD 159.2°>  Cladosporium sp. Meldo Mossoré/RN - -

' RN = Estado do Rio Grande do Norte.
2 Sequéncia da regido interna transcrita espagadora (ITS) dos isolados depositados no GenBank.
3 Sequéncia do fator de ligagdo de repetigio telomérica 1 (TEF1) dos isolados depositados no GenBank.

4Isolados depositados na cole¢do fungica do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia I da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA.
S Isolados obtidos neste estudo e depositados na colegdo fingica do Laboratério de Fitopatologia II da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA.

O isolamento dos isolados CLAD, CLAD 1, CLAD 2, CLAD 3, CLAD 4, CLAD 159.1 ¢

CLAD 159.2 foi realizado no Laboratério de Fitopatologia II, utilizando o método indireto, no qual
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fragmentos dos tecidos sintomaticos foram desinfetados superficialmente com élcool etilico a 70%,
seguido de hipoclorito de sodio a 0,5% e posteriormente lavados em agua estéril (Carollo; Filho,
2016). As colonias fingicas crescidas nos fragmentos foram transferidas para placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA). Foram realizados os cultivos monosporicos para obter
culturas puras, posteriormente preservadas pelo método de Castellani (1939). Os isolados obtidos
foram depositados na colecdo de culturas de fungos do Laboratorio de Fitopatologia II da

UFERSA.

2.2 Efeito da temperatura sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

Os isolados foram cultivados em meio BDA para a determinagao do crescimento micelial
em diferentes temperaturas. Discos miceliais (6 mm de didmetro) das bordas das culturas, com 14
dias de crescimento, foram transferidos para o centro de placas contendo BDA (um disco por
placa), e em seguida, incubados em diferentes BODs nas temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35
+ 1 °C, no escuro. Apos 14 dias do repique, a medicdo do diametro das colonias foi realizada,
considerando dois eixos perpendiculares, e os valores obtidos serviram de base para o célculo do

Crescimento Radial Diario (CRD).

2.3 Efeito do pH sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

A avaliagdo do efeito do pH sobre o CRD dos isolados foi realizada por meio do cultivo
dos fungos em meio BDA. Discos miceliais (6 mm de didmetro) das bordas das culturas, com 14
dias de crescimento, foram transferidos para o centro de placas contendo BDA (um disco por
placa), previamente ajustados aos valores de pH 5, 6, 7, 8 € 9 por meio da adi¢ao de acido cloridrico
(HC1) 1.5 N, ou hidréxido de sodio (NaOH) 1 N. Apds 14 dias do repique, a medi¢ao do didmetro
das colonias foi realizada considerando dois eixos perpendiculares, e os valores obtidos serviram

de base para o célculo do CRD.
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2.4 Efeito da salinidade sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

A influéncia da salinidade sobre o crescimento micelial dos isolados in vitro foi avaliada
em meio BDA suplementado com cloreto de s6dio (NaCl) nas concentragdes de 0, 250, 500, 750 e
1.000 mM (Cervantes-Garcia et al., 2003). Discos miceliais (6 mm de didmetro) das bordas das
culturas com 14 dias de crescimento, foram transferidos para o centro de placas contendo BDA
(um disco por placa), previamente suplementado com as respectivas concentragdes de NaCl. Foram
adotadas quatro repeticdes para cada combinagao entre isolado e concentragao salina.

O diametro médio das colonias fungicas foi mensurado aos 14 dias, e os valores obtidos

foram empregados no célculo do CRD das colonias.

2.5 Sensibilidade in vitro de Cladosporium spp. a produtos a base de cobre

O efeito dos produtos a base de cobre sobre o crescimento micelial do Cladosporium spp.
foi determinado in vitro. Os tratamentos incluiram dezenove isolados de Cladosporium spp. € cinco
produtos comerciais a base de cobre, seguindo suas concentragdes de aplicacdo de bula, sendo: 500
mL/ha para Copper Crop® (Hidroxido de cobre, SC, Alltech Crop Science), 200 g/100 L para
Kocide 538 WDG® (Hidréxido de cobre, SC, MITSUI & CO BRASIL S.A.), 1,8 kg/ha para
Redshield® 750 (Oxido cuproso, AMVAC do BRASIL 3P LTDA.), 200 mL/ 100 L para Supera®
(Hidréxido de cobre, WP, Oxiquimica Agrociéncia LTDA.) e 1 L/400 L para Difere® (Oxicloreto
de cobre, SC, Oxiquimica Agrociéncia LTDA.). Foi utilizado como controle 0 BDA sem adicao de
fungicidas.

Discos miceliais (6 mm de diametro) das bordas das culturas, com 14 dias de crescimento,
foram transferidos para o centro de placas contendo BDA (um disco por placa), previamente

suplementado com os respectivos produtos.
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2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticoes por combinagdo entre isolado, sensibilidade e adaptabilidade. O experimento foi
repetido.

Os dados do CRD obtidos nos ensaios de temperatura, pH, salinidade e sensibilidade a
produtos a base de cobre foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) preliminar, a fim de
verificar se havia diferencas significativas entre as repeticoes e se os dados poderiam ser
combinados. A temperatura 6tima para o crescimento micelial de cada isolado foi determinada por
meio do ajuste de curvas de regressdo polinomial quadratica e cubica, enquanto o pH 6timo (pH,)
foi obtido a partir do ajuste de regressao quadratica, ambos utilizando o software TableCurve 2D
v. 5.01 (Systat Software, Inc.). Para a salinidade, as médias do CRD foram submetidas a andlise de
regressao linear, relacionando o crescimento com as concentragdes de NaCl. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott—Knott, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o software Sisvar
v. 5.6 (Ferreira, 2011).

Foi realizada uma Analise de Componentes Principais (PCA — Principal Component
Analysis) utilizando o CRD dos componentes de adaptabilidade no software R (R CORE TEAM,
2022).

3 RESULTADOS

3.1 Efeito da temperatura sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

A regressdo polinomial quadritica (y = a + bx + cx?) e cubica (y = a + bx + cx? + dx?),
selecionadas para descrever o crescimento radial de cada isolado nas diferentes temperaturas,
ajustaram-se aos dados com o coeficiente de determinacdao (R?) maior que 0,82, para todos os
isolados (Figura 1). As temperaturas otimas de crescimento para os isolados variaram entre

19,28 °C (CML11) e 24,85 °C (CMX04 e CLAD 159.1).
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0,30 » CMXO01(y = -4E-06%% - 0.0006x? = 0.0305% - 0.1521: R? = 0.83; Tétima = 20.45 °C)

® CMX02(y = -4E-03x° + 0.0017x? - 0.0136x = 0.0474; R* = 0.86; Tétima = 24.35 °C)
CMX03(y = -1E-03x% - 0.0002x + 0.0229x - 0.116; R* = 0.86; Totima = 21.38 °C)

025 ® CMX04(y =-3E-03x% + 0.0015x2 - 0.0133x + 0.048; R? = 0.90;Tétima = 24.85 °C)

® CLAO5(y =-2E-05x* +0.0005x* + 0.0087x - 0.0616; R? = 0.85; Tatima = 22.95 °C)

0.20 CMLO08(y = -2E-05x3 + 3E-06x2 + 0.0237x - 0.1244; R? = 0.87; Tétima = 21.56 °C)

’ ® CMLOT(y = -2E-05x% + 0.0004x? + 0.0096x - 0.056; B2 = 0.91; Totima = 22.63 °C)

® CMLOS(y = -2E-05x* + 0.0006x* + 0.0033x - 0.0193; R* = 0.88; Totima = 23.87 °C)

® CMLO9(y = -3E-053x% + 0.0007x* + 0.0107x - 0.0742; R* = 0.88; Totima = 21.48 °C)

® CML10(y = -3E-05x% + 0.001x* + 0.0028x - 0.0443; R*= 0.92; Totima = 24.54 °C)

® CMLI11(y=-0.0005x%+ 0.0191x - 0.0827; R*=0.91; Tétima = 19.28 °C)

® CMLI12 (y=-3E-05%* + 0.0012x* - 0.0063x + 0.0082; R* = 0.82; Totima = 24 20 °C)

® CLAD (y=-2E-05x*+ 0.0007x* + 0.001x - 0.0166; F*=0.91; Totima = 23.28 °C)

® CLAD 1 {y=-3E-05x>+ 0.0011x? - 0.0041x + 0.0041; R* = 0.84; Totima = 23.80 °C)

0,05 CLAD 2 (y = -2E-05x% + 0.0006x” + 0.0006x - 0.0085; R* = 0.93; Tétima = 22.78 °C)

Crescimento Radial Diirio (cm)

® CLAD 3 (y=-0.0006x? + 0.0231x - 0.1025; R? = 0.88; Totima = 21.58 °C)

CLAD 4 (y = -3E-03x® + 0.0013x? - 0.0074x + 0.0105; R* = 0.92; Tétima = 23.97 °C)

0,00 =
5 10 15 20 25 30 35
Temperatura (*C)

CLAD159.1 (y = -4E-03x* + 0.002x? - 0.0192x + 0.0631; R*= 0.90; Totima = 24.83 °C)

® CLAD159.2 (y = -4E-03x* + 0.0014x? - 0.0036x - 0.0083; R*= 0.88; Totima = 23.78 °C)

Figura 1 - Equacdo de regressio, coeficiente de determinagio (R?) e temperatura 6tima (Tétima) para o crescimento
radial diario (CRD) dos isolados de Cladosporium spp. y = ajustado com os valores de CRD nas temperaturas de 5,
10, 15, 20, 25, 30 ¢ 35 °C.

Houve diferengas significativas (p < 0,05) no crescimento radial didrio (CRD) entre os 19
isolados de Cladosporium spp. cultivados em BDA, em cada temperatura, conforme apresentado
na Tabela 2. O teste de Scott-Knott revelou diferentes padroes de agrupamento entre os isolados

em cada temperatura, com um coeficiente de variacao entre 12,58 e 24,37% (Tabela 2).
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Tabela 2 - Crescimento radial médio diario (mm dia™) a 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 °C, de isolados de

Cladosporium spp.

TEMPERATURAS

ISOLADOS
5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
CMX01 0,00 e 0,60 b 1,31b 2,31 a 1,71 b 0,40 £
CMX02 0,25 a 0,39 ¢ 0,71 e 1,03d 2,36 a 0,50 e
CMXo03 0,09 c 0,51c 1,60 a 1,86 b 231la 0,21 g
CMX04 0,20 b 0,42d 0,59 f 0,56 ¢ 1,63 b 0,88 b
CLAO05 0,00 ¢ 0,40 ¢ 0,84 ¢ 1,88 b 1,56 b 0,56 ¢
CMLO06 0,06 d 0,72 a 1,54 a 245a 2,38 a 0,60 d
CMLO07 0,09 ¢ 0,43 d 1,10 c 1,58 ¢ 1,68 b 0,61d
CMLO08 0,13 ¢ 0,46 d 0,78 e 1,09d 1,73 b 0,38 £
CML09 0,06 d 0,56 b 1,39b 2,28 a 243 a 0,74 c
CML10 0,00 e 0,38 ¢ 0,96 d 1,95b 2,03 a 0,66 d
CML11 0,05d 0,47d 1,00d 1,29d 0,74 d 0,68 d
CML12 0,00 ¢ 0,41 ¢ 0,46 £ 0,61 ¢ 222a 0,14 ¢g
CLAD 0,10 c 0,34 ¢ 0,83 ¢ 1,36 d 1,44 b 0,56 ¢
CLAD 1 0,10 ¢ 0,39 ¢ 0,73 ¢ 1,18d 1,87 b 0,36 f
CLAD 2 0,10 ¢ 0,40 e 0,69 ¢ 1,19d 1,23 ¢ 0,54 ¢
CLAD 3 0,08 d 0,51c 0,75 ¢ 1,13d 1,60 b 0,23 g
CLAD 4 010 ¢ 0,00 £ 0,78 e 1,53 ¢ 1,56 b 0,75 ¢
CLAD 159.1 0,10 ¢ 0,38 ¢ 0,79 ¢ 1,05d 1,95 a 1,03 a
CLAD 159.2 0,00 e 0,38 ¢ 0,88 d 1,69 ¢ 2,13 a 0,75 ¢
Média 0,08 0,43 0,93 1,47 1,82 0,56
CV (%)! 24,37 12,58 15,01 17,28 24,05 15,35

ICV (%) = coeficiente de variagdo. As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre

si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Aos 5 °C, os isolados apresentaram crescimento médio de 0,08 mm dia™’, e auséncia de

crescimento dos isolados CMX01, CLAO05, CML10, CML12 e CLA 159.2. O isolado CMX02

apresentou o maior CRD (0,25 mm dia™"), diferindo estatisticamente dos demais isolados. Aos

10 °C, a média do CRD foi de 0,43 mm dia™!, com variagdo entre 0,00 (CLAD 4) ¢ 0,72 mm dia™!
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(CMLO06), o maior CRD, diferindo estatisticamente dos demais isolados. A 15 °C, observou-se
CRD médio de 0,93 mm dia!, com variacdo entre 0,46 mm dia™ (CML12) ¢ 1,60 mm dia™
(CMXO03), com os isolados CMX03 (1,60 mm dia?) e CMLO06 (1,54 mm dia™') diferindo
estatisticamente dos demais. Na temperatura de 20 °C, o CRD médio foi de 1,47 mm dia™', com
uma variagdo entre 0,56 mm dia' (CMX04) e 2,45 mm dia™' (CML06), sendo os isolados CMXO01
(2,31 mmdia™"), CML 06 (2,45 mm dia™') e CMLO09 (2,28 mm dia™) diferindo estatisticamente dos
demais. Entretanto, a 25 °C, podemos observar um grupo com os isolados CMX02, CMXO03,
CML06, CML09, CML10, CML12, CLAD 159.1 e CLAD 159.2 apresentando os maiores CRD,
diferindo dos demais isolados estudados. Nesta temperatura, o CRD médio foi de 1,82 mm dia™,
com o isolado CMLI11 apresentando o menor CRD (0,74 mm dia™) e o isolado CMLO09
apresentando o maior CRD (2,43 mm dia™'). A 30°C, a média de CRD foi de 0,56 mm dia™’,
variando de 0,14 mm dia™! (CML12)a 1,03 mm dia™' (CLAD 159.1), diferindo dos demais isolados.

Para a temperatura de 35°C, ndo houve CRD nos isolados estudados.

3.2 Efeito do pH sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

A regressdo polinomial quadritica (y = a + bx + cx®) foi utilizada para descrever o
crescimento micelial em diferentes valores de pH, ajustando-se aos dados com R?> 0,81 para todos
os isolados (Figura 2). Os pH o6timos foram calculados de acordo com as equagdes de regressao
para os isolados: CMXO01 (5,77), CMLO07 (6,88), CML10 (6,41), CLAD (6,75), CLAD 1 (5,52) e
CLAD 4 (7,75). Portanto, o maior CRD foi observado no pH 5 para os demais isolados testados.
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CMX01 (v =-0.0006x2+ 0.0072x + 0.2399; R*=0.95)
CMX02 (v =0.0034x? - 0.0563x + 0.3863: R2=0.99)
CMX03 (v =-0.0013x> + 0.0256x + 0.1326; R*=0.85)
CMX04 (y =-0.0086x%+ 0.1091x - 0.1587: R2=0.81)
CLADS (y =-0.0032x% + 0.0354x + 0.1267; R*= 0.84)
CMLO6 (v = -0.0004x> - 0.0034x + 0.2906; R* = 0.99)
CMLO7 (y = -0.0026x + 0.0353x + 0.0042: R? = 0.83)
CMLO8 (v = -0.002x2 + 0.0091x + 0.1964; R2=0.85)
CMLO09 (y = 0.003x2 - 0.0586x + 0.516; R2=0.96)
CML10 (y = -0.0054x* + 0.0691x - 0.0483; R*= 0.82)
CML11 (v =0.0018x>- 0.0313x + 0.3257: R2=0.99)
CML12 (y = -0.0042x> + 0.0405x + 0.1075; R*=0.94)
CLAD (y =-0.0073x% + 0.0993x - 0.1482; R2=0.82)
CLAD 1 (y = -0.0032x + 0.0354x +0.1267; R* = 0.84)
CLAD 2 (y = -0.0029x* + 0.0313x + 0.0948; R*=0.93)
CLAD 3 (y =-0.0021x* + 0.0105x + 0.1921; R* = 0.86)

CLAD 4 (v =-0.0032x* + 0.0493x - 0.0019; R*=0.95)
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* CLAD 159.1 (y =-0.0032x% + 0.0236x + 0.1696; R*=0.99)

CLAD 159.2 (v = 0.0014x2 - 0.0272x + 0.3256: R*= 0.95)

Figura 2 - Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo (R?) para o crescimento radial didrio (CRD) dos
isolados de Cladosporium spp. em diferentes niveis de pH. y = ajustado com os valores de CRD nos pHs de 5, 6, 7, 8

e9.

Houve diferencas significativas (p < 0,05) no CRD entre os 19 isolados de Cladosporium

spp. cultivados em BDA, para cada pH estudado, conforme apresentado na Tabela 3. O teste de

Scott—Knott revelou diferentes padrdes de agrupamento entre os isolados em cada valor de pH,

com coeficientes de variagao (CV%) variando de 9,62 a 11,91%.
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Tabela 3 - Crescimento radial médio diario (mm dia™) dos isolados de Cladosporium spp. nos

niveis 5, 6, 7, 8 ¢ 9 de potencial hidrogenionico (pH).

ISOLADOS pH

6 7 8 9
CMXO01 2,61b 2,64 a 2,62 a 2,60 a 2,55a
CMX02 1,90d 1,72d 1,70d 1,51d 1,61d
CMXO03 2,30 ¢ 2,35b 2,48 a 2,64 a 2,58 a
CMX04 2,04d 1,54 d 2,07 ¢ 1,46 d 1,44 ¢
CLAO05 1,88 d 2,30 b 1,74 d 1,84 c 1,60 d
CMLO06 2,66 b 2,48 b 2,48 a 2,35b 2,50 a
CMLO07 1,16 f 1,24 e 1,24 ¢ 1,07 £ 1,17 £
CMLO08 1,95d 1,94 c 1,91 c 1,91 c 1,82 ¢
CML09 2,99 a 2,84 a 2,52 a 2,30b 2,52 a
CML10 1,65 ¢ 1,65d 1,80 d 1,42d 1,51e
CML11 2,17 ¢ 2,06 ¢ 1,98 ¢ 1,94 ¢ 1,94 ¢
CML12 2,12 ¢ 1,60 d 1,81d 1,72 ¢ 1,31 f
CLAD 1,65e 1,86 c 1,94 ¢ 1,59d 1,66 d
CLAD 1 2,23 ¢ 2,29b 2,23 b 1,93 ¢ 2,24 b
CLAD 2 1,80d 1,71d 1,72d 1,54d 1,57d
CLAD 3 1,89d 1,99 c 1,65d 1,30 e 1,29 £
CLAD 4 1,65¢ 1,79 ¢ 1,88 ¢ 1,82 ¢ 1,77 ¢
CLAD 159.1 2,11 ¢ 1,85¢ 1,98 ¢ 1,50d 1,30 f
CLAD 159.2 2,26 ¢ 2,07 ¢ 2,04 ¢ 1,96 ¢ 1.91c

Média 2,05 2,00 1,99 1,81 1,80

CV (%)! 10,95 11,69 11,24 9,62 11,91

ICV (%) = coeficiente de variagdo. As médias seguidas pela mesma letra, para cada coluna, nio diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

No pH 5, o CRD médio foi de 2,05 mm dia™!, com valores variando de 1,16 (CMLO07) a
2,99 mm dia?' (CML09), com o isolado CMLO09 apresentando o maior CRD, diferindo

estatisticamente dos demais isolados estudados. Para o pH 6, a média do CRD foi de 2,00 mm dia™,

com variagdo entre 1,24 (CMLO07) e 2,84 mm dia™' (CML09), seguindo pelos isolados CMXO01



30

(2,64 mm dia™') e CMLO09 (2,84 mm dia™), os quais apresentaram as maiores médias e diferiram
estatisticamente dos demais isolados. No pH 7, a média geral foi de 1,99 mm dia™!, com o menor
crescimento registrado em CMLO7 (1,24 mm dia™) e o maior em CMXO01 (2,62 mm dia™"). Neste
pH, os isolados CMX01, CMXO03 (2,48 mm dia™"), CMLO06 (2,48 mm dia') e CML09 (2,52 mm
dia™) diferiram estatisticamente dos demais. Para o pH 8, o CRD médio foi de 1,81 mm dia™', com
valores variando entre 1,07 (CMLO07) e 2,64 mm dia™' (CMXO03), com CMXO01 (2,60 mm dia™) e
CMXO03 diferindo estatisticamente dos demais isolados. No pH 9, o CDR médio foi de 1,80 mm
dia™!, com o menor valor de 1,17 mm dia (CMLO07) e o maior de 2,58 mm dia™' (CMX03), com
os isolados CMXO01, CMX03, CML06 ¢ CMLO09 apresentando os maiores CRD, diferindo

estatisticamente dos demais.

3.3 Efeito da salinidade sobre o crescimento radial diario de Cladosporium spp.

A regressao linear simples (y = a + bx), utilizada para descrever o comportamento do CRD
frente as doses crescentes de salinidade, ajustou-se aos dados com R? variando entre 0,83 ¢ 0,99

para todos os isolados (Figura 3).
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®  CMXO01 (y=-7E-05x + 0.2388; R*= 0.87)
®  CMX02 (y=-0.0001x +0.218; R* = 0.88)
CMXO03 (y = -0.0001x + 0.2384: R? = 0.96)
®  CMXO04 (y = -8E-05x +0.1962; R = (.88)
©  CLADS5 (y =-5E-05x + 0.1852; R = 0.96)
CMLO6 (y = -6E-05x + 0.2356; R* =0.98)
e  CMLO7 (y = -6E-05x + 0.1836:R* = 0.99)
e CMLO8 (y = -8E-05x +0.1802; R2 =0.92)
®  COMLO9 (y = -7E-05x + 0.2444; R2 =0.99)
e CMLIO (y=-6E-05x +0.218; R*= 0.84)

*  CMLI11 (y=-5E-05x +0.2447; R* =091)
®  CMLI12 (y=-6E-05x +0.2074; R* =0.84)

Crescimento Radial Diario (cm)

®  CLAD (y=-2E05x +0.2065; R*=0.90)

0.05 * CLAD 1(y=-6E-05x+0.1929; R*=0.88)
CLAD 2 (y=-8E-05x + 0.1831; R*=0.83)

®  CLAD 3 (y=-5E-05x+0.1497; R*=0.99)

CLAD 4 (y=-3E-05x+ 0.1677, R*=0.98)

0.00 ) )
0 250 500 750 1000 CLAD 159.1 (y = -7E-05x + 0.2103; R* = 0.89)

Doses de Salinidade (m_g.-‘f[,) ® CLAD 1592 (y=-7E-05x + 0.205:R*=094)

Figura 3 - Equacdo de regressio, coeficiente de determinacio (R?) e salinidade para o CRD dos isolados de
Cladosporium spp. y = ajustado com os valores de CRD nas concentrag¢des de NaCl a 0, 250, 500, 750 ¢ 1.000 mM.

Houve diferengas significativas (p < 0,05) no CRD entre os 19 isolados de Cladosporium
spp. sob diferentes concentragdes de NaCl, conforme apresentado na Tabela 4. O teste de Scott—
Knott mostrou diferentes padrdes de agrupamento entre os isolados em cada concentragdo avaliada,

com CVY% oscilando entre 10,68 ¢ 13,85%.
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Tabela 4 - Crescimento radial médio diario (mm dia™) dos isolados de Cladosporium spp. nos
niveis 0, 250, 500, 750 ¢ 1.000 mM de NaCl.

ISOLADOS SALINIDADE (NaCl)
0 mM 250 mM 500 mM 750 mM 1000 mM

CMX01 242 a 2,23 a 2,00 c 1,68 b 1,77 a
CMX02 2,36 a 1,70 ¢ 1,62 d 1,33d 1,21 ¢
CMXO03 231 a 2,35a 1,94 ¢ 1,51 ¢ 1,39b
CMX04 1,98 ¢ 1,70 c 1,65d 1,52 ¢ 1,05¢
CLAO05 1,88 ¢ 1,65 c 1,62d 1,49 ¢ 1,34 b
CMLO06 2,39 a 2,16b 1,99 ¢ 1,93 a 1,72 a
CMLO7 1,88 ¢ 1,68 ¢ 1,52d 1,42 ¢ 1,40 b
CMLO08 1,82 ¢ 1,66 c 1,30 e 1,14 e L12¢
CMLO09 244 a 2,38 a 2,09b 1,93 a 1,85a
CML10 2,11b 2,04 b 1,94 ¢ 1,82 b 1,17 ¢
CML11 2,39 a 2,36 a 2,27 a 2,07 a 1,84 a
CML12 2210 1,79 ¢ 1,70d 1,59 ¢ 1,50 b
CLAD 2,09 ¢ 2,01b 1,99 ¢ 1,94 a 191a
CLAD 1 2,05¢ 1,68 ¢ 1,74 d 1,35d 1,70 a
CLAD 2 2,00 ¢ 1,54 d 1,30 e 1,26 d 1,15¢
CLAD 3 1,51d 1,39d 1,23 ¢ 1,12 e 1,23 ¢
CLAD 4 1,68 d 1,61 c 1,40 e 1,30d 1,24 ¢
CLAD 159.1 2,05¢ 1,93 ¢ 1,81 ¢ 1,74 b 1,33b
CLAD 159.2 2,140 1,80 ¢ 1,50d 1,47 ¢ 1,38 b
Média 2,09 1,88 1,72 1,56 1,44
CV (%)! 10,76 11,42 10,68 12,55 13,85

ICV (%) = coeficiente de variacdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo

Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Na concentra¢do 0 mM de NaCl, o CRD médio foi de 2,09 mm dia™!, com valores variando
entre 1,51 (CLAD 3) e 2,44 mm dia™' (CMLO09). Para 250 mM, a média foi de 1,88 mm dia™’, com
os valores variando de 1,39 (CLAD 3) a 2,38 mm dia™' (CML09). Essa concentracdo mostrou uma

reduciio média para todos os isolados de 10,05% do CRD em relagdo a concentragdo de 0 mM. A
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500 mM, a média geral foi de 1,72 mm dia™', sendo o menor crescimento registrado 1,23 mm dia™
(CLAD 3) e 0 maior em 2,27 mm dia™! (CMLI11), e uma redug¢ao média de 17,71% em relagcdo a
concentracdo de 0 mM. Para 750 mM, o CRD médio foi de 1,56 mm dia™', com variagdes entre
1,12 mm dia™* (CLAD3) e 2,07 mm dia™' (CML11), apresentando uma reducdo média de 25,36%
em relacdo a concentracdo 0 mM. Na maior concentracdo testada, 1.000 mM, o CRD médio foi de
1,44 mm dia™', com o menor valor observado de 1,05 mm dia! (CMXO04) ¢ o maior de 1,91 mm
dia™' (CLAD), mostrando uma redu¢do média de 31,11% do CRD em relacdo a concentragdo de 0

mM.

3.4 Sensibilidade in vitro de Cladosporium spp. a produtos a base de cobre

Houve diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) na porcentagem de inibicdo de
crescimento (PIC) de Cladosporium spp. em resposta a diferentes produtos a base de cobre
adicionados na concentragdao recomendada em bula, entre os 19 isolados avaliados, conforme
apresentado na Tabela 5. O teste de agrupamento de Scott—Knott (p < 0,05) mostrou um coeficiente

de variagao (CV%) de 12,24%.
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Tabela 5 - Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) dos isolados de Cladosporium spp.

sobre diferentes produtos a base de cobre.

ISOLADOS PRODUTOS
Supera® Redshield® 750 Copper Crop® Kocide 538 WDG®  Difere®
CMXO01 81,93 aB 84,28 aB 44,98 bB 79,43 aB 83,22 aA
CMX02 84,14 aA 89,61 aA 61,74 bA 85,58 aA 87,35 aA
CMXO03 86,94 aA 90,29 aA 42,68 bB 86,32 aA 86,42 aA
CMX04 77,75 aB 80,99 aB 35,46 bC 76,32 aB 82,12 aA
CLAO05 77,87 aB 84,81 aB 22,88 bD 76,88 aB 77,12 aB
CMLO6 90,75 aA 91,19 aA 42,11 bB 89,38 aA 90,50 aA
CMLO07 83,20 aA 88,55 aA 21,37 bD 84,29 aA 83,88 aA
CMLO08 78,73 aB 85,05 aB 43,37 bB 77,56 aB 78,51 aB
CML09 88,41 aA 91,60 aA 35,13 bC 88,82 aA 89,77 aA
CML10 85,70 aA 90,30 aA 37,89 bC 81,16 aB 84,37 aA
CML11 45,21 bD 77,02 aB 20,77 cD 44,44 bD 47,28 bC
CML12 79,75 aB 86,50 aA 54,98 bA 80,66 aB 81,32 aA
CLAD 67,03 bC 84,34 aB 48,83 cB 62,67 bC 77,58 aB
CLAD 1 80,44 aB 88,98 aA 29,00 bC 77,89 aB 86,43 aA
CLAD 2 59,60 bC 79,20 aB 59,76 bA 57,32 bC 73,13 aB
CLAD 3 74,58 bB 84,45 aB 47,76 cB 75,13 bB 73,90 bB
CLAD 4 79,89 bB 87,55 aA 34,09 cC 77,27 bB 77,00 bB
CLAD 159.1 79,21 aB 85,34 aB 53,46 bA 78,76 aB 80,96 aA
CLAD 159.2 85,59 aA 88,57 aA 56,60 bA 81,09 aB 84,75 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5%

de probabilidade. Letras mintisculas = linhas. Letras maitsculas = colunas.

Para o fungicida Supera®, os isolados CMX02, CMX03, CML06, CML07, CML09,

CMLI10 e CLAD 159.2 apresentaram os maiores valores de PIC, diferindo estatisticamente dos

demais, com uma variagdo entre 83,20 e 90,75%. Para o fungicida Redshield® 750, os isolados

CMX02, CMX03, CML06, CML07, CML09, CML10, CML12, CLAD 1, CLAD 4, CLAD 159.2

apresentaram uma variacao entre 86,50 e 91,60%, com os maiores valores de PIC diferindo dos

demais. No produto Copper Crop®, observaram-se os maiores valores de PIC nos isolados CMX02,
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CML12, CLAD 2, CLAD 159.1 e CLAD 159.2, com variagdo entre 53,46 ¢ 61,74%, diferindo
estatisticamente dos demais isolados. No fungicida Kocide 538 WDG®, os isolados CMX02,
CMXO03, CML06, CMLO07 e CMLO09 apresentaram uma variacao entre 84,29 e 89,38%, sendo esses
os isolados que apresentaram os maiores valores de PIC, diferenciando dos demais. No fungicida
Difere®, os isolados CMX01, CMX02, CMX03, CMX04, CML06, CML07, CML09, CML10,
CMLI12, CLAD 1, CLAD 159.1 e CLAD 159.2 apresentaram os maiores valores de PIC, com
variagao entre 80,96 e 90,50%, diferindo estatisticamente dos demais.

Para os isolados CMX01, CMX02, CMX03, CMX04, CLA0S5, CML06, CML07, CMLO8,
CML09, CML10, CML12, CLAD 1, CLAD 159.1 e CLAD 159.2, os fungicidas Supera®,
Redshield® 750, Kocide 538 WDG® e Difere® diferiram estatisticamente do produto Copper
Crop®, com os PIC variando de 76,32 (CMXO04) a 91,60% (CMLO09). Para os isolados CML11,
CLAD 3 e CLAD 4, o fungicida Redshield® 750 apresentou os maiores valores de PIC, diferindo
estatisticamente dos demais produtos. Entretanto, para os isolados CLAD e CLAD 2 os fungicidas
Redshield® 750 e Difere® apresentaram os maiores valores de PIC, variando de 73,13 (CLAD 2) a
84,34% (CLAD).

3.5 Analise de componentes principais (ACP)

A ACP foi realizada a fim de avaliar a similaridade entre os isolados de Cladosporium spp.
e sua resposta a temperatura, pH e salinidade. O CP1 foi responsavel por 54,19% e o CP2 por

14,39%, e juntos explicaram 68,58% da variabilidade total dos dados (Figura 4).
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Figura 4 - Biplot da analise de componentes principais (PCA) baseada nos dados de crescimento micelial de isolados
de Cladosporium spp. sob diferentes condigdes de temperatura, pH e salinidade.

Verificou-se que os isolados CMX01, CMX03, CML06 ¢ CMLO09 foram associados
positivamente ao CP1, indicando maior sensibilidade ou resposta diferenciada aos tratamentos com
maiores salinidades (500 e 750 mM) e pHs (8 e 9) mais alcalinos.

Em contraste, os isolados CML08, CLAD 2, CLAD 3 e CLAD 4 foram negativamente
relacionados ao CP1, sugerindo uma maior tolerancia a baixas temperaturas (5 e 10 °C) e baixas
concentragdes salinas (até¢ 250 mM). O isolado CML11 se mostrou mais afastado dos demais ao
longo do CP2, indicando um comportamento Unico; isso sugere uma alta variabilidade frente as

condig¢des avaliadas.

4 DISCUSSAO

Informagdes sobre a adaptabilidade de espécies de Cladosporium a diferentes temperaturas,
niveis de pH e concentragdes de salinidade avaliados, assim como a sensibilidade a produtos a base
de cobre foram obtidas neste estudo e mostram variabilidade entre os isolados.

A temperatura ideal para o crescimento dos isolados de Cladosporium spp. variou de 19,28
a 24,85 °C. Em estudo anterior, Dhakar e Pandey (2016) trabalhando com C. tenuissimum em

diferentes temperaturas, observaram que a temperatura 6tima de crescimento para essa espécie foi



37

a 24 °C, considerando este um fungo psicrotolerante. No presente estudo, na temperatura de 30 °C,
observou-se a redugdo no crescimento para todos os isolados de Cladosporium spp. Esses
resultados corroboraram os observados por Krasnow et al. (2023), os quais relataram que isolados
de Cladosporium cladosporioides retirados de pimentao doce apresentaram diminuicdo no
crescimento micelial a 30 °C, e temperatura 6tima de crescimento a 20 °C. Esses resultados
sugerem que temperaturas a partir de 30 °C inibem o crescimento desse género Cladosporium, ou
seja, ndo favorecem o seu desenvolvimento. Kawai, (1990) menciona que temperaturas elevadas
podem ser utilizadas em associagao a outros métodos de manejo desse patogeno.

Em relagdo a salinidade, houve uma reducao significativa do crescimento micelial in vitro
das diferentes espécies de Cladosporium em funcdo das concentracdes salinas. Ainda que nenhuma
concentracdo de NaCl tenha promovido a inibigdo total do crescimento, a concentragao 1.000 mM
mostrou uma reducao média do crescimento micelial de 31,11%, indicando uma tolerancia a essa
substancia. Estudos anteriores reforgam essa tolerancia a altas concentragcdes de NaCl, com a
verificagdo da presenca de fungos do género Cladosporium em agua hipersalinas, na concentragao
de 28% de NaCl (Gunde-Cimermana et al., 2000). Em estudos recentes, Simonetti et al., (2024),
avaliaram a resisténcia de isolados de Cladosporium coletados de ambiente antéartico em condig¢des
adversas, sendo uma delas diferentes concentragdes de salinidade, comprovando a tolerancia dos
1solados em concentragdes de até 15% de NaCl. Ainda segundo os autores, essa tolerancia pode
estar associada a producdo de metabdlitos, como nutrientes, ao aproveitamento de fontes de
carbono disponiveis e outras fontes de energia, o que afirma ainda mais essa tolerancia a altas
concentragdes de salinidade, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo.

Os isolados de Cladosporium spp. apresentaram diferentes padrdes de agrupamento para
cada valor de pH. Saha et al. (2023) relatam um valor de pH 5 como sendo o 6timo para o
crescimento micelial de fungos do género Cladosporium, afirmando que a taxa de crescimento
comegou a diminuir apenas quando o pH do meio atingiu 7. O pH 6timo para o crescimento dos
isolados variou de 5 a 7,75, demonstrando uma caracteristica de adaptacao a essa condi¢do. Da
mesma forma, Alhussaini et al. (2015), relatam a capacidade do C. macrocarpum em crescer sobre
ampla faixa de pH, de 3 a 8. Este género fungico possui um potencial de se manter ativo mesmo
em condi¢des que ndo favorecem certas culturas, como a do meloeiro, que ¢ sensivel a variagdes
de pH do solo, com melhor desenvolvimento entre 6 e 6,5 (Salviano et al., 2017), podendo

representar um desafio adicional no manejo da doenca.
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Com relagdo a sensibilidade a produtos a base de cobre, verificou-se uma redugdo
significativa no crescimento micelial para todos os isolados avaliados, a depender da formulacao.
Houve variagdo entre os isolados, ainda que nenhuma das formulagdes tenha sido capaz de inibir
por completo o crescimento do patdégeno nas doses de bula. Essa tolerancia parcial pode estar
provavelmente associada a mecanismos de adaptacdo a fatores adversos, como a ativagdo do
sistema antioxidante da membrana, incluindo a ativacdo da superdxido dismutase (SOD) e da
melanina, que sdo amplamente descritos em espécies de Cladosporium (You et al., 2025; Qin e
Xia, 2024; Raposo e Marks, 2007).

Houve uma variagao na inibigao, sendo o menor valor de PIC observado no isolado CML11
(20,77%) no produto Copper Crop® e o maior valor de PIC foi observado no isolado CML09
(91,60%) no produto Redshield® 750. Estudos anteriores comprovam a eficicia in vitro de
fungicidas a base de cobre, promovendo inibi¢cdo do crescimento para este género fungico (Singh
et al., 2021), corroborando os nossos resultados. Ainda, segundo Singh et al., (2021), a inibicao in
vitro pode ser observada a medida que a concentracdo ¢ aumentada, chegando até a inibicao total
quando submetido a concentracdes a partir de 3.000 ppm. A eficacia in vivo também ja € conhecida,
como citado por Feng et al., (2023), que observaram uma diminuicdo na abundancia relativa de
1solados de Cladosporium spp. quando submetidos a hidroxido de cobre. Os métodos de agao dos
compostos de cobre em microrganismos sao conhecidos, como, por exemplo, dano a membrana da

célula e formacao de espécies reativas de oxigénio (Padmavathi et al., 2020).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As temperaturas 6timas de crescimento variaram entre 19,28 °C e 24,85 °C, enquanto aos 30 °C
foi observada uma redugdo significativa no crescimento, confirmando que temperaturas elevadas
ndo favorecem o seu desenvolvimento. Em relagdo ao pH, os isolados testados mostraram uma
adaptacdo a todos os valores utilizados, sendo os pHs 6timos de 5,77 para o isolado CMXO01, 6,88
para CMLO07, 6,41 para CML10, 6,75 para CLAD, 5,52 para CLAD 1, 7,75 para CLAD 4 e 5 para
os demais isolados testados. Quanto a salinidade, foi possivel observar uma reducao do crescimento
micelial a medida que as concentragdes de NaCl aumentaram. Para os produtos a base de cobre,
foi observada variag¢@o na resposta dos isolados, com inibi¢ao parcial do crescimento nas doses de

bula, sendo Supera®, Redshield® 750, Kocide 538 WDG™ e Difere® os produtos que apresentaram
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maior eficiéncia quando comparados. J4 os produtos Redshield® 750 e Difere® apresentaram os
maiores valores de PIC. Os resultados obtidos neste trabalho fornecem informagdes relevantes para

estudos futuros de programas de melhoramento ¢ manejo.
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