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RESUMO GERAL

A cultura da soja é plantada em grande parte do territdrio nacional Brasileiro. A produtividade
pode ser afetada por fatores bidticos e abioticos. Dentre os fatores bidticos, a podriddo vermelha
da raiz PVR e a sindrome da morte subita SDS sdo umas das doengas mais importantes,
causadas por especies do complexo Fusarium solani FSSC. Os sintomas induzidos por essas
espécies sdo conhecidos por podriddo do sistema radicular e do colo da planta e um sintoma
tipico de folha carijo no caso da SDS, induzido a partir de fitotoxinas produzidas pelo patégeno.
O objetivo deste trabalho foi investigar quais espécies do complexo Fusarium solani (FSSC)
estdo associadas a essas doencas em plantacdes de soja no Brasil. Uma colecédo de 17 isolados
foi obtida de plantas sintomaticas dos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Apos confeccdo de culturas monospdricas, os isolados foram submetidos a
avaliacdo de caracteres morfoldgicos. Foi feita também a determinagdo de mating types por
PCR e realizados testes de compatibilidade sexual. Isolados representativos para cada
morfotipo identificado foram utilizados em testes de patogenicidade plantas, inoculadas pelo
método de sorgo infestado. Os isolados obtidos foram identificados pertencentes a trés espécies
do FSSC, F. tucumaniae, F. crassistipitatum, representantes do clado 2, e F. paranaense,
representante do clado 3. Na induc¢éo da fase sexuada em laboratorio, isolados de F. tucumaniae
foram férteis produzindo peritécios exsudando ascosporos viaveis. Todos os isolados testados
induziram sintomas varidveis e tipicos da sindrome da morte subita da soja. Fusarium
tucumaniae induziu mosaico e clorose 30 dias ap6s inoculagdo e necrose internerval, 40 dias
apos inoculacdo. Fusarium crassistipitatum e F. paranaense ndo induziram sintomas nas
folhas. Todas as espécies induziram o sintoma de podriddo vermelha. Este trabalho confirma
F. tucumaniae como o0 agente causal da sindrome da morte subita da soja no Brasil. Os
resultados gerados contribuem para a compreensao das espécies do FSSC causadoras de PVR
e SDS em éreas de producdo de soja no Brasil, e para o desenvolvimento de estratégias
integradas no manejo, principalmente na selecdo de materiais resistentes aos agentes etioldgicos
da doenca.

Palavras-chave: Podriddo de raiz. Glycine max. Espécie bioldgica.



GENERAL ABSTRACT

Soybeans are planted in most of the parts of the Brazilian territory. Productivity can be affected
by biotic or abiotic factors. Amongst biotic factors, fungal diseases like red root rod and sudden
death syndrom SDS are the most important, caused by members of the Fusarium solani species
complex FSSC. Most common symptoms are root rot and typical foliar necroses, like mottling
and interveinal chlorosis. This chlorosis is induced through phytotoxins, produced by the
pathogen. The objective of this study was to evaluate, which species of the FSSC are associated
with those symptoms in soybean plantations in Brazil. A collection of 17 isolates was obtained
from symptomatic plants from the states of Minas Gerais, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso
do Sul. After preparation of monospore cultures, morphological markers of the isolates were
evaluated. Mating types were determined by means of a specific PCR reaction and lab crosses
were then conducted to determine biological species. Representative isolates of each
morphotype were used in pathogenicity tests by inoculation of plantlets by the method of
infested sorghum grains. Isolates were identified as belonging to three species of the FSSC, F.
tucumaniae and F. crassistipitatum, from Clade 2, and F. paranaense, from Clade 3. After
crossing isolates of opposite mating types, isolates of F. tucumaniae induced fertile perithecia,
exsudating viable ascospores. All tested isolates induced variable symptoms, but also typical
symptoms of SDS. Fusarium tucumaniae induced mottling and interveinal chlorosis 30 days
after inoculation, and necroses of leaves 40 days after inoculation. Fusarium crassistipitatum
and F. paranaense didn’t induce foliar symptoms. Nevertheless, all species tested induced
typical symptoms of red root rot. This study confirms F. tucumaniae as the causal agent of SDS
in Brazil. The results presented here contribute not only to the better understanding of members
of the FSSC, which can cause PVR and SDS in soybean plantations in Brazil, but also to the
development of strategies for integrated disease management, mainly regarding the selection of
plant material, resistant to those pathogens.

Keywords: Root rot. Glycine max. Biological species.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das culturas mais importantes produzidas
mundialmente. O grdo é comumente utilizado na agroindustria (producdo de 6leo vegetal e
racOes para alimentacdo animal), indUstria quimica e de alimentos, além do uso como fonte
alternativa de biocombustivel (COSTA NETO; ROSSI, 2000). No Brasil, é o principal produto
exportado, tanto em volume, quanto em termos financeiros. Embora a maioria dos estados
brasileiros produzam soja, mais de 50% da producdo concentra-se em trés estados: Mato
Grosso, Parana e Goias (CONAB, 2020).

A soja corresponde a 49% da area plantada de grdos no Brasil, sendo considerada a
cultura agricola que mais cresceu nas ultimas trés décadas. A commaoditie possui um cenario
muito favorével na agricultura, sendo a sua producdo uma atividade muito rentavel para
produtores e demais investidores, quando os fatores de producéo estdo enquadrados de acordo
com as exigéncias da cultura (BARBOSA, 2020).

Entretanto, a producdo de soja pode ser afetada tanto por fatores bioticos, quanto
abioticos. Dentre os fatores bidticos, destaca-se a sindrome da morte subita (SDS), devido a
dificuldade de controle. Essa doenca é causada por espécies de Fusarium do complexo solani,
que infectam as plantas através das raizes, induzindo podridao radicular, clorose e necrose
internervais nas folhas, mais visiveis apds a floracdo e podendo progredir para uma desfolha
prematura. Farias Neto et al., (2006) observaram que a produtividade de gréos foi reduzida em
até 27% em cultivares suscetiveis, quando os sintomas da doenca apresentaram-se de forma
mais severa, acarretando em até 30% de desfolha no estagio R6.

A SDS é relatada nos EUA (HIRREL, 1983; RUPE, 1999), na Argentina
(IVANCOVICHetal., 1992; BOTTA et al., 1993; PLOPER, 1993) e no Canadad (ANDERSON;
TENUTA, 1998). No Brasil, a doenca é observada em todas as principais regifes produtoras
(NAKAJIMA et al., 1993, 1996; YORINORI et al., 1993; TEIXEIRA et al., 1998).

Essa doenca € causada por pelo menos quatro espéecies de Fusarium: F. tucumaniae, F.
virguliforme, F. brasiliense e F. Crassistipitatum pertencentes ao 2-FSSC (AOKI et al., 2005,
2012). Destas espécies, somente um isolado de F. crassistipitatum (NRRL 31949/ CML 1882)
foi oriundo do Brasil e a espécie F. virguliforme ainda ndo foi relatada, embora seja
frequentemente descrita na América do Norte e na América do Sul. No 3-FSSC também ja
foram observadas espécies nas linhagens FSSC 11, FSSC 5 e na FSSC 3 + 4
(CHITRAMPALAM; NELSON Jr 2016) como F. paranaense (COSTA et al., 2016).
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O uso de cultivares resistentes é a melhor alternativa de controle da SDS. Entretanto,
para a conducdo de um programa de melhoramento bem-sucedido € necessario o conhecimento
acerca da diversidade genética da populacao patogénica (EMBRAPA, 2002). Porém, no Brasil,
apesar da soja ser um dos principais produtos produzidos e exportados no pais, estudos sobre
identidade e diversidade de espécies de Fusarium solani, causadoras da SDS, ainda s&o
limitados.

Os estudos realizados por Aoki et al. (2003, 2005, 2011), e Costa et al. (2016) utilizando
isolados oriundos do Brasil, relataram apenas as espécies F. paranaense e F. tucumaniae, no
entanto espécies avaliadas por Costa et al. (2016) ndo induziram sintomas foliares. Diante disso,
objetivou-se com esse trabalho responder as seguintes questdes: (i) Fusarium virguliforme esta
presente no Brasil? (ii) F. tucumaniae, F. crassistipitatum e F. brasiliense serdo novamente
encontrados em campos de producdo de soja no Brasil? (iii) E possivel que as espécies se

comportem de modo diferente quanto a severidade dos sintomas na planta?
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 O cultivo da soja e sua importancia econémica

A soja (Glycine max (L.) Merrill) pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae,
tribo Phaseoleae, subtribo Glycininae e género Glycine (BARBIERI; STUMPF, 2008). E uma
leguminosa anual, originaria da Asia oriental, introduzida a primeira vez no Brasil em 1882 na
Bahia. A cultura depende de: luminosidade, fotoperiodo, temperatura e latitude para sua
producdo. Considerada uma planta herbacea, ereta e autdgama, pode atingir de 30 a 200 cm de
altura. O ciclo das cultivares pode variar entre 70 a 200 dias, mas a maioria das cultivares
utilizadas no Brasil apresentam ciclo de 90 a 150 dias (SEDIYAMA, 2009).

A soja € uma das principais commodities mundiais, sendo produzida em mais de 60
paises (CONAB, 2019), devido as suas diversas aplica¢des, seja na alimentagdo humana, animal
e na industria para a producéo de outros derivados (HIRAKURI, 2013). No Brasil, € a principal
cultura em extensdo de area e volume de producéo, representando aproximadamente 48% dos
251,42 milhdes de toneladas de grdos produzidos em 2020 (CONAB, 2020). Na safra 2019/20
a producdo foi estimada em 120,9 milhdes de toneladas, recorde histdrico, representando um
ganho de 5,1% em relacdo a safra anterior.

A producdo é liderada pelos estados Mato Grosso, com 29,3% da producdo nacional;
Parand, com 17,1%; Goias, 10,3%; Rio Grande do Sul, com 8,9%; Mato Grosso do Sul, 8,8%;
Minas Gerais e Bahia com igual participacdo de 4,9% (CONAB, 2020). Novas areas do pais
estdo se tornado potenciais produtoras de soja como o0s estados Maranhdo, Tocantins, Parg,
Rondb6nia, Piaui e Bahia, que em 2017/18 responderam por 14,0% da producéo brasileira, que
corresponde a uma producéo de 16,4 milhdes de toneladas de soja (CONAB, 2019).

Para Balardin et al. (2017), as condi¢des climéaticas de um pais tropical, como as do
Brasil, favorecem a ocorréncia de doencas de plantas que limitam o rendimento da cultura.
Durante o ciclo da soja, alguns fatores abioticos e bioticos podem causar reducao na producédo
final, destaque para os insetos-pragas e doengas. Quanto as doencas, a cultura é suscetivel a

mais de 40 patdgenos, entre fungos, bactérias, nematoides e virus (HENNING et al., 2014).

2.2 Fusarium solani species complex-FSSC

Fusarium solani species complex- FSSC é representado por pelo menos 60 espécies,
determinadas filogeneticamente por meio de recursos moleculares (O 'DONNELL et al., 2008;
SCHROERS et al., 2016). Estudos baseados em filogenia evidenciam que as populacgdes do
FSSC séo distribuidas em trés clados: no clado 1 estdo F. illudens, e F. plagianthi, ambos da
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Nova Zelandia; o clado 2 é composto por isolados associados & PVR em Glycine max e a
podridao radicular seca em Phaseolus vulgaris; no clado 3, estdo presentes patdgenos de outras
plantas hospedeiras ¢ espécies de importancia clinica dentro do FSSC (O’DONNELL, 2000;
O’DONNELL et al., 2008).

O complexo € constituido de espécies importantes que atingem uma ampla gama de
hospedeiros como plantas cultivadas, humanos e animais. Algumas espécies desse complexo,
além de causarem danos diretos e indiretos na agricultura, possuem a capacidade de produzir
micotoxinas (MICHIELSE; REP, 2009).

Algumas das doengas causadas pelas espécies do FSSC, atingem plantas
economicamente importantes, como a podriddo vermelha da raiz da soja, podriddo radicular
seca do feijoeiro, fusariose da pimenta-do-reino e da ervilha, além da podriddo seca e murcha
em batata-doce, causando perdas na producao agricola (COLEMAN, 2016 ; COSTA et al.,
2016; LUO et al., 2000).

A forma de reproducao do patégeno também deve ser considera, de modo a elucidar os
fendmenos de geracdo de diversidade e quebra de resisténcia de cultivares. Assim, supde-se
gue o modo reprodutivo de F. virguliforme (principal patégeno da SDS na América do Norte)
possa ser diferente de F. tucumaniae (América do Sul). Provavelmente a baixa diversidade
genética de F. virguliforme (ACHENBACH et al., 1996; O’ DONNELL et al., 2010), tende
com que a reproducdo seja estritamente clonal, enquanto que a reproducdo sexual de F.
tucumaniae ja foi induzida em laboratério (COVERT et al., 2007) e relatada no campo
(SCANDIANI et al., 2010).

2.3 Sindrome da morte Subita da soja

A SDS é causada por quatro espécies de Fusarium spp. (F. virguliforme, F. brasiliense,
F. crassistipitatum e F. tucumaniae), agrupadas no clado 2 do FSSC (AOKI et al., 2003; AOKI
et al., 2005; AOKI et al., 2012). Nos EUA, a SDS é constantemente relatada nos principais
estados produtores de soja (O'DONNELL et al., 2010), contudo, a espécie F. virguliforme é a
unica relatada como patogénica.

A doenca também foi observada na Argentina (IVANCOVICH et al., 1992; BOTTA et
al., 1993; PLOPER, 1993) e no Canadad (ANDERSON; TENUTA, 1998). Na América do Sul,
F. tucumaniae é a principal espécie causadora de SDS da soja (AOKI et al., 2003). Na
Argentina, a SDS é causada por F. tucumanie, F. brasiliense, F. crassistipitatum, F.
virguliforme, sendo F. tucumaniae a espécie predominante (AOKI et al., 2005, 2012;
O’DONNELL et al., 2010). Recentemente, F. virguliforme e F. brasiliense foram relatadas
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como patdgenos responsaveis por disseminacdo de SDS na Africa do Sul
(TEWOLDEMEDHIN et al., 2017).

No Brasil, a doenca é observada nas principais regides produtoras (NAKAJIMA et al
1993, 1996; YORINORI et al., 1993; TEIXEIRA et al, 1998). Dentre as espécies do clado 2-
FSSC foram descritas F. tucumaniae, F. crassistipitatum e F. brasiliense. A espécie F.
Virguliforme ainda n&o foi relatada no pais. Também foram descritas espécies do clado 3-FSSC,
sendo essas representantes das linhagens FSSC 11, FSSC 5 e, na FSSC 3 + 4
(CHITRAMPALAM; NELSON Jr 2016) a espécie F. paranaense (COSTA et al., 2016).

As espécies causadoras de SDS provocam podriddo radicular, clorose e necrose
internervais (conhecidas como “folha carijo) nas folhas que sdo visiveis apds a floragdo,
podendo ocorrer também desfolha, abortamento de flores e vagens, acarretando uma dréstica
reducdo da produtividade (ROY et al., 1997). Plantas gravemente infectadas exibem um
crescimento radicular deficiente, descoloracdo acastanhada do tecido cortical e, as vezes,
esporodéquios azuis podem ser observadas na superficie das raizes (NAVI; YANG, 2008;
GONGORA-CANUL et al., 2012). Os sintomas causados pela PVR séo apenas a presenca de
podriddo radicular, o que diferencia das espécies do clado 2-FSSC (COSTA et al., 2016) que
causam sintomas foliares devido a produgéo de fittoxinas.

Supde-se que os sintomas foliares sejam desencadeados por uma ou mais toxinas
liberadas pelo patdgeno nas raizes, conduzido pelo sistema vascular para as folhas. Estudos de
metabolitos produzido por F. virguliforme tem sido conduzidos e varios compostos foram
sugeridos como candidatos para sintomas de SDS foliar, sendo a proteina FvTox1, considerada
como um importante fator de viruléncia (J1 et al., 2006; CHANG et al., 2016)

Em plantas infectadas por F. tucumaniae, o contetdo do pigmento da clorofila e o nivel
de rubisco foram reduzidos nas folhas, principalmente em cultivares suscetiveis. Essa reducéo
desencadeia uma regulacdo negativa dos genes compreendidos na biossintese da clorofila e
fotossintese da planta, devido ao ataque do patégeno (BERGER et al., 2004; LOBATO et al.,
2010).

2. 4 Epidemiologia

O desenvolvimento de fitodoengas esta diretamente relacionado com as condi¢cfes
ambientais. Qualquer variedade de soja disponivel pode desenvolver doencas quando as
condicBes sdo favoraveis aos patdgenos como por exemplo, a alta densidade de indculo,

umidade abundante no solo ou presenca de nematoides causadores do cisto da soja (Heterodera
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glycines) e outras espécies de nematoides (GONGORA-CANUL et al., 2012). A umidade do
solo e as diferentes temperaturas sdo fatores que interferem na ocorréncia e severidade da SDS.

Os sintomas foliares mais graves aparecem durante as estacdes chuvosas, quando 0s
solos ficam saturados (GONGORA-CANUL; LEANDRO, 2011). Todas as espécies de
Fusarium causadoras de SDS sdo capazes de produzir macroconidios, clamidésporos como
meio de sobrevivéncia (WESTPHAL et al. 2008). Assim, solos infestados ou restos culturais
servem como fonte de indculo priméario para o préximo ciclo da cultura e contribuem de
maneira significativa para dispersdo de patdgenos (ROY et al., 1997; NAKAJIMA et al., 1993).

2.5 Controle da doenca

O controle quimico para SDS nédo € eficiente (RUPE; HARTMAN, 1999) devido a
impossibilidade de fungicidas se deslocarem até as raizes basipetalmente (SCANDIANI et al.,
2010). A aplicacdo de técnicas capazes de melhorar a capacidade da drenagem do solo (SILVA
et al., 2002) e uso de cultivares resistentes podem reduzir de forma significativa a populagédo
do patégeno no campo e as perdas ocasionadas pela doenca.

Entretanto a resisténcia conferida pelas cultivares disponiveis no momento é parcial,
ainda assim, as plantas apresentam sintomas tipicos de podriddo vermelha na raiz (GASPERI
et al., 2003). Segundo Scandiani et al. (2010), estratégias de manejo comuns como a resisténcia
genética, o tratamento de sementes com fungicidas e a rotacao de culturas ndo proporcionam

um controle adequado da SDS.
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RESUMO

A cultura da soja é plantada em grande parte do territdrio nacional Brasileiro. A produtividade
pode ser afetada por fatores bidticos e abioticos. Dentre os fatores bioticos, a podriddo vermelha
da raiz PVR e a sindrome da morte subita SDS sdo umas das doengas mais importantes,
causadas por especies do complexo Fusarium solani FSSC. Os sintomas induzidos por essas
espécies sdo conhecidos por podriddo do sistema radicular e do colo da planta e um sintoma
tipico de folha carijo no caso da SDS, induzido a partir de fitotoxinas produzidas pelo patégeno.
O objetivo deste trabalho foi investigar quais espécies do complexo Fusarium solani (FSSC)
estdo associadas a essas doencas em plantacdes de soja no Brasil. Uma colecdo de 17 isolados
foi obtida de plantas sintomaticas dos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Apos confeccdo de culturas monospdricas, os isolados foram submetidos a
avaliacdo de caracteres morfoldgicos. Foi feita também a determinagdo de mating types por
PCR e realizados testes de compatibilidade sexual. Isolados representativos para cada
morfotipo identificado foram utilizados em testes de patogenicidade plantas, inoculadas pelo
método de sorgo infestado. Os isolados obtidos foram identificados pertencentes a trés espécies
do FSSC, F. tucumaniae, F. crassistipitatum, representantes do clado 2, e F. paranaense,
representante do clado 3. Na induc¢éo da fase sexuada em laboratorio, isolados de F. tucumaniae
foram férteis produzindo peritécios exsudando ascosporos viaveis. Todos os isolados testados
induziram sintomas varidveis e tipicos da sindrome da morte subita da soja. Fusarium
tucumaniae induziu mosaico e clorose 30 dias ap6s inoculagdo e necrose internerval, 40 dias
apos inoculacdo. Fusarium crassistipitatum e F. paranaense ndo induziram sintomas nas
folhas. Todas as espécies induziram o sintoma de podriddo vermelha. Este trabalho confirma
F. tucumaniae como o agente causal da sindrome da morte subita da soja no Brasil. Os
resultados gerados contribuem para a compreensao das espécies do FSSC causadoras de PVR
e SDS em éreas de producdo de soja no Brasil, e para o desenvolvimento de estratégias
integradas no manejo, principalmente na selecdo de materiais resistentes aos agentes etioldgicos
da doenca.

Palavras-chave: Podriddo de raiz. Glycine max. Espécie bioldgica.
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ABSTRACT

Soybeans are planted in most of the parts of the Brazilian territory. Productivity can be affected
by biotic or abiotic factors. Amongst biotic factors, fungal diseases like red root rod and sudden
death syndrom SDS are the most important, caused by members of the Fusarium solani species
complex FSSC. Most common symptoms are root rot and typical foliar necroses, like mottling
and interveinal chlorosis. This chlorosis is induced through phytotoxins, produced by the
pathogen. The objective of this study was to evaluate, which species of the FSSC are associated
with those symptoms in soybean plantations in Brazil. A collection of 17 isolates was obtained
from symptomatic plants from the states of Minas Gerais, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso
do Sul. After preparation of monospore cultures, morphological markers of the isolates were
evaluated. Mating types were determined by means of a specific PCR reaction and lab crosses
were then conducted to determine biological species. Representative isolates of each
morphotype were used in pathogenicity tests by inoculation of plantlets by the method of
infested sorghum grains. Isolates were identified as belonging to three species of the FSSC, F.
tucumaniae and F. crassistipitatum, from Clade 2, and F. paranaense, from Clade 3. After
crossing isolates of opposite mating types, isolates of F. tucumaniae induced fertile perithecia,
exsudating viable ascospores. All tested isolates induced variable symptoms, but also typical
symptoms of SDS. F. tucumaniae induced mottling and interveinal chlorosis 30 days after
inoculation, and necroses of leaves 40 days after inoculation. F. crassistipitatum and F.
paranaense didn’t induce foliar symptoms. Nevertheless, all species tested induced typical
symptoms of red root rot. This study confirms F. tucumaniae as the causal agent of SDS in
Brazil. The results presented here contribute not only to the better understanding of members
of the FSSC, which can cause PVR and SDS in soybean plantations in Brazil, but also to the
development of strategies for integrated disease management, mainly regarding the selection of
plant material, resistant to those pathogens.

Keywords: Root rot. Glycine max. Biological species.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da morte subita € uma doenga importante e que pode causar perdas
consideraveis, atingindo até 70% da producéo da soja (Freitas et al., 2004). Foi detectada pela
primeira vez nos EUA em 1971 (Hirrel, 1983; Rupe, 1999) e relatada no Brasil
aproximadamente 10 anos depois, no estado de Minas Gerais (Yorinori et al., 1993). Na década
de 1990, 0 aumento da sua incidéncia foi observado nas principais regides produtoras, incluindo
as regides do Cerrado brasileiro (Nakajima et al., 1993, 1996; Yorinori et al., 1993; Teixeira et
al., 1998). A doenca também foi relatada na Argentina (lvancovich et al., 1992; Botta et al.,
1993; Ploper, 1993), no Canada (Anderson; Tenuta, 1998) e recentemente na Africa do Sul
(Tewoldemedhin et al., 2014; 2017). Essa doenca € causada por pelo menos quatro espécies do
complexo Fusarium solani do Clado 2-FSSC: F. tucumaniae, F. virguliforme, F. brasiliense e
F. crassistipitatum (Aoki et al., 2003, 2005, 2012). Segundo O' Donnell et al., (2010), F.
tucumaniae é a espécie predominante na Argentina, e Fusarium virguliforme nos Estados
Unidos (Aoki et al., 2003, 2005) . No Brasil, todas as espécies ja foram relatadas, exceto F.
virguliforme (Aoki et al. 2003, 2005, 2012).

Outra doenca da soja é a podridao vermelha da raiz PVR, causada por espécies do clado
3-FSSC, como Fusarium paranaense (FSSC 3 + 4), F. solani (FSSC 5), e F. pisi (FSSC 11),
(Costa et al., 2016; Chitrampalam; Nelson Jr 2016). Essas espécies induzem apenas sintomas
de podridao de raiz, diferentemente das espécies do clado 2-FSSC que também causam o
sintoma foliar de clorose e necrose internevais, denominado de folha carijo. Esse sintoma é
mais visivel apos a floracdo e podendo progredir para uma desfolha prematura (Roy et al.,
1997).

Dependendo da susceptibilidade da planta e do tipo de espécie de FSSC presente na
area, podem ser observados sintomas mais severos tais como crescimento radicular deficiente,
descoloracdo acastanhada do tecido cortical e, as vezes, massas azuladas de conidios visiveis
na superficie da raiz. (Rupe; Hartman, 1999; Navi; Yang, 2008; Gongora-Canul; Leandro,
2011; Gongora-Canul et al., 2012). Outros sintomas, incluem manchas nas folhas na parte
superior da planta, descoloracgdo vascular da parte inferior do caule, aborto das vagens, retencéo
de peciolos e coloragdo vermelha nas hastes (Rupe; Hartman, 1999).

Farias Neto et al. (2006) observaram reducdo em até 27% da produtividade de gréos,
em cultivares suscetiveis; as plantas apresentaram sintomas foliares acentuados chegando até
30% de desfolha no estagio R6. SupBe-se que os sintomas foliares sejam desencadeados por

uma ou mais toxinas liberadas pelo patdégeno nas raizes, conduzidos para a parte aérea pelo
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sistema vascular. Foi mostrado que a producdo da toxina FvTox1, por F. virguliforme é um
importante fator de viruléncia (Ji et al., 2006; Chang et al., 2016).

O uso de cultivares resistentes é a melhor alternativa de controle da SDS. Entretanto,
para a conducdo de um programa de melhoramento bem-sucedido é necessario o conhecimento
acerca da diversidade genética da populacdo patogénica (Embrapa, 2002). Porém, no Brasil,
apesar da soja gerar dividendos por meio das exportacGes, estudos sobre identidade e
diversidade genética da populacao de Fusarium solani causadoras da SDS sdo limitados.

Portanto, esse estudo objetivou-se investigar quais espécies do complexo Fusarium
solani (FSSC) estdo associadas a essas doencas em plantagfes de soja no Brasil, com as
seguintes questdes a responder: (i) Fusarium virguliforme estd presente no Brasil? (ii) F.
tucumaniae, F. crassistipitatum e F. brasiliense serdo novamente encontrados em campos de
producdo de soja no Brasil? (iii) E possivel que as espécies se comportem de modo diferente

quanto a severidade dos sintomas na planta?
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2 MATERIAL E METODOS
Os testes foram realizados no Laboratorio de Sistemética e Ecologia de Fungos- LSEF

do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras- UFLA- MG.

2.1 Obtencéo dos isolados

Os isolamentos foram realizados a partir de plantas sintomaticas com a presenca de folha
carijo e podridao vermelha na raiz, que apresentaram conformidade em reboleiras nos campos
de producdo de soja provenientes do estado de Minas gerais dos municipios de: Madre de Deus;
Luminarias; Matozinho. Goias do municipio de: Ipameri. Mato Grosso do municipio de: Lucas
do Rio Verde. Mato Grosso do Sul dos municipios de: Ponta-pord e Chapadédo do Sul (Tabela
1; Figura 1). Seguindo o protocolo de coleta elaborado, as amostras adquiridas foram
condicionadas em sacos de papel. Foram analisadas em média 5 amostras por campo de
producao.

As raizes das plantas foram processadas a partir da metodologia de Roy (1997) adaptada
no LSEF. As amostras foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de solo e
envolvidas individualmente em folhas de jornal umedecidas. Em seguida, as raizes foram
incubadas em geladeira a 10 °C, no escuro, por aproximadamente quatro dias e incubado um
dia em temperatura ambiente, a fim de induzir a esporulacdo do fungo. Apos os dias de
incubacdo, as raizes foram observadas em lupas para verificacdo da esporulacéo e formacéao de
esporoddquio. A esporulacdo foi identificada quanto a presenca de macroconidios no
esporoddquio e transferidos para placa de Petri de 90 mm contendo meio Malte 2% com
estreptomicina. As placas foram incubadas com a tampa para baixo a 25°C no escuro ou
fotoperiodo de 12 horas, por 4 dias.

Os isolados que apresentaram caracteristicas morfoldgicas das espécies do complexo
F. solani foram submetidos a cultivo monosporico e preservados em agua destilada esterilizada
e armazenados a 10 °C, no escuro e criopreservados em suspensédo de esporos em 15% glicerol
a -80 °C, e depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras (CML). Foram obtidos também
isolados de referéncia das espécies F. brasiliense, F. tucumaniae, F. crassistipitatum, F.
paranaense (FSSC 3+4), Fusarium solani (FSSC 5) e Fusarium pisi (FSSC 11) todos
preservados na Colecdo Micoldgica de Lavras (CML), Laboratorio de Sistematica e Ecologia
de Fungos, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (Tabela 1).
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Figura 1. Sintomas e sinais de SDS nos materiais coletados A) Folha carijé; B) Folha carijé em reboleira no campo
de producdo; C) Podriddo vermelha na raiz; D) Esporodoquio de FSSC; Raizes coletadas nos
municipios: E) Matozinho-MG; F) Chapadao do Sul-MS; G) Paracatu-MG; H) Ipameri-GO.



Tabela 1. Isolados de Fusarium oriundos de plantas de soja (Glycine max) avaliados neste estudo.

CML  Outros codigos Morfotipo/Espécie Origem Geogréafica Mating type
TYO1* Fusarium paranaense Madre de Deus, MG ND
TY04 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 1
TYO08 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 2
TY10 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 1
TY11 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 2
TY13 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 1
TY14 Fusarium tucumaniae Madre de Deus, MG 2
TY18* Fusarium paranaense Lucas do Rio Verde, MT ND
TY19* Fusarium paranaense Lucas do Rio Verde, MT 1
TY26* Fusarium crassistipitatum Lucas do Rio Verde, MT ND
TY?29 Fusarium tucumaniae Luminéarias, MG 2
TY35* Fusarium tucumaniae Luminarias, MG 2
TY40* Fusarium paranaense Ponta-Pord, MS 1
TY49* Fusarium paranaense Chapadéo do Sul, MS ND
TY55* Fusarium tucumaniae Ipameri, GO ND
TY65 Fusarium tucumaniae Luminarias, MG 2
TY67 Fusarium tucumaniae Matozinho, MG 1
1886  NRRL 22678 Fusarium brasiliense Califérnia, USA ND
2231 NRRL 22743 Fusarium brasiliense Brasilia, DF- Brasil ND
1882* NRRL 31949 Fusarium crassistipitatum Cristalina, GO- Brasil ND
1830* MES 24 Fusarium paranaense (FSSC 3+4)  Cristalina, GO- Brasil 1
1837* MES 01 Fusarium paranaense (FSSC 3+4) Brasilia, DF- Brasil 1
1890 NRRL 34546 Fusarium tucumaniae Brasilia, DF- Brasil ND
1891* NRRL 31773 Fusarium tucumaniae Ponta Grossa, PR- Brasil 2
MES50* Fusarium tucumaniae Nova Ponte- MG, Brasil ND

TY = Codigo pessoal de Thamires Yslanny, Lavras, Minas Gerais, Brasil;
CML = Colecéo Micolbgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brasil. HT Holotype, PT Paratype.);
MES = Micoteca Embrapa Soja, Embrapa Soja, Londrina Parang, Brasil;
NRRL = Cole¢éo de Culturas ARS, Peoria IL, EUA.);
ND = Mating type néo determinado

* Isolados utilizados no teste de patogenicidade.

2.2 Caracterizacdo morfologica
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A caracterizacdo morfoldgica dos isolados foi realizada seguindo as especificacdes

descritas em Aoki et al (2003). Os isolados foram crescidos em placas plasticas de Petri de 6-

cm de didmetro, nos meios batata dextrose agar (BDA) e em synthetic low nutrient agar (SNA)

com folha de cravo e foram incubados em BOD, a 25 °C, no escuro e a 20 °C, com fotoperiodo

de 12 horas, respectivamente. A morfologia, pigmentacdo, odor e taxa de crescimento das

colonias foram avaliadas em BDA apds quatro dias da inoculacdo. As caracteristicas

micromorfolégicas foram avaliadas em SNA com folha de cravo, entre 10 e 14 dias apés a

inoculacdo. Procedeu-se a mensuracdo dos conidios produzidos no micélio aéreo e

esporoddquio, bem como a observacdo do formato e septacdo dos mesmos. Também foram

observadas as caracteristicas dos conidiéforos e a producdo de clamiddsporos. As
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caracteristicas morfoldgicas dos isolados obtidos foram comparadas com as dos isolados de
referéncia (Tabela 1).

2.3 Aplicacao do conceito de espécie bioldgica

Para confirmar a identidade dos isolados identificados como F. tucumaniae (TY04,
TYO08, TY10, TY13, TY14,TY29, TY35, TY65 e TY67), com base na morfologia, eles foram
submetidos ao teste de compatibilidade sexual sendo cruzados com o isolado de referéncia de
F. tucumaniae (CML 2450) e entre eles.

2.3.1 Teste de Homotalismo

Para evitar resultados falsos positivos nos cruzamentos, os isolados foram submetidos
ao teste de homotalismo. Os isolados monosporicos foram cultivados em placas de Petri (60 x
15mm), contendo o meio de cultura Cenoura &gar- CA (Tuite, 1969) e incubados a 25 °C no
escuro por sete dias. Apds o periodo de incubacdo, 2 mL de solucao de Tween 80 a 2,5% (v/v)
foi adicionada a col6nia e espalhados com o auxilio da alca de Drigalsky, para promover
estresse nos isolados e homogeneizar o micélio. As culturas foram incubadas a 22-23 °C sob
luz constante por 30 dias (Covert et al., 2007). Os testes foram repetidos duas vezes, para a
confirmagdo dos resultados (Leslie; Summerell, 2006). Os isolados que ndo produziram
peritécios férteis foram submetidos a determinacéo de mating type e ao teste de compatibilidade

sexual.

2.3.2 Extracdo de DNA e determinacéo de mating type por PCR

Os isolados foram cultivados em meio liquido a base de extrato de malte 2% por trés
dias, em temperatura ambiente (25 °C a 28 °C) sob agitacdo de 100 rpm em agitador de mesa
orbital. O micélio foi filtrado, macerado em nitrogénio liquido, e a extracdo de DNA foi
realizada atraves do kit Wizard ®Genomic DNA purification (Promega do Brasil), de acordo
com as especificacdes do fabricante. A concentracdo do DNA foi verificada utilizando-se o
aparelho ™ NanoDrop ™ One / OneC da Thermo Scientific, e visualmente em gel de agarose
1,3% por comparagéo da intensidade de banda com um marcador de tamanho de fragmentos de
1 kb (Invitrogen). O mating type dos isolados monosporicos foi determinado por meio da
amplificagdo do idiomorfo MAT1-1 e MAT1-2, utilizando os primers desenvolvidos por Matos
(2014). O par de primer FsolMatlF (CGCCTCTGAATGCCTTTATG) e FsolMatliR
(GGAGTAGACCTTGGCAATGAGGGC) amplifica um fragmento de 200pb, identificando o
idiomorfo MAT1-1. Com o uso do par de primer FsolMat2F (GTCTATGCACCCTGGCATC),
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e FsolMat2R (TGGGCGGTCAAGGTAGTCGGG) foi amplificado um fragmento de 260 pb,
identificando o idiomorfo MAT1-2. As condicGes para a amplificacdo foram: 94 °C por 30
segundos, seguida por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 55
°C por 30 segundos, 72 °C por 90 segundos e extensdo final de 72 °C por 60 segundos. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,3% para visualiza¢do
dos resultados. O comprimento dos fragmentos amplificados foi comparado com um marcador
de DNA de 100 pb (New England BioLabs, EUA).

2.3.3 Teste de compatibilidade sexual

Os cruzamentos foram realizados utilizando-se protocolo adaptado por Leslie e
Summerell (2006), entre os onze isolados identificados pela morfologia como Fusarium
tucumaniae (TY4, TY8, TY10, TY13, TY14, TY29, TY35, TY65, TY67) e o isolado de
referéncia de Fusarium tucumaniae (CML 2450). Os isolados usados como parental masculino
32 foram cultivados em tubo de ensaio contendo meio completo e incubados a 20°C sob
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Os isolados usados como parental feminino foram
cultivados em placas de Petri (60 x 15 mm) contendo meio cenoura agar e incubados a 25°C no
escuro por sete dias. Apos o periodo de incubacdo, foi preparada uma suspensao de esporos
usando o parental masculino pela adicdo de 1 mL de solucdo de Tween 80 e agua destilada
esterilizada a 2,5% (v/v). Em seguida, a suspensdo foi depositada na superficie da col6nia do
isolado usado como parental feminino e por meio de uma al¢a de Drigalski, espalhado de modo
a umedecer completamente o micélio. Os cruzamentos foram incubados a 22 °C, com
fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluorescente combinada com luz negra, por um periodo
de até cinco semanas. Cruzamentos foram considerados férteis quando produziram peritécios
com exsudacao de ascosporos. Os cruzamentos foram repetidos duas vezes para a confirmacéo
dos resultados. A viabilidade dos ascdsporos foi analisada pelo teste de germinacdo em agar-
agua 2%. Cirros de ascosporos foram coletados com o auxilio de um estilete de ponta
extremamente fina e, em seguida, espalhados sobre a superficie do agar com uma alca de
Drigalski e algumas gotas de agua estéril. As placas de Petri contendo os ascosporos foram
incubadas no escuro, a 25 °C, por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacédo, foi avaliada a
germinacdo dos ascosporos com objetiva de 40 vezes, em microscopio de luz. Um isolado de
cada mating type que apresentou maior fertilidade foi selecionado como testador para a especie

bioldgica do estudo.
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2.4 Verificacdo da patogenicidade dos isolados pelo método de inoculacgéo utilizando gréos
de sorgo infestados

Os isolados utilizados no teste de patogenicidade foram selecionados com base no
resultado do pré-teste de patogenicidade. Os isolados avaliados quanto a indugdo dos sintomas
de podrid&o de raiz e folha carijo foram TYO01, TY18, TY19, TY26, TY35, TY40, TY49, TY55,
Fusarium crassistipitatum CML 1882, Fusarium paranaene CML1830 e CML 1837, Fusarium
tucumaniae CML 1891 e MES 50.

O indculo foi cultivado em placas de Petri de 9 cm contendo meio BDA durante sete
dias, sob temperatura de 25°C, no escuro. Trés discos de micélio, com aproximadamente 6 mm
foram retirados de col6nias desenvolvidas e adicionados em tubos falcon de 50 mL, contendo
24 g de grdos de sorgo umedecidos com 2mL de agua destilada, previamente autoclavados em
um periodo de dois dias (60 minutos, a 121 °C). Os tubos foram incubados em camera BOD a
uma temperatura de 25 °C, no escuro, durante 15 dias. Para a inoculagéo, foi adotado o seguinte
procedimento: foram preparados vasos de 3L com uma mistura composta de solo, areia e
substrato Carolina® (3:1:1), em que 24 gramas de grdos de sorgo colonizados foram
adicionados ao vaso, sendo, em seguida, cobertos com uma camada de 2 cm de mistura.
Posteriormente, a soja foi semeada e uma outra camada da mistura foi adicionada com
aproximadamente 2 cm cobrindo as cinco sementes. Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo, a uma temperatura de 25+3°C por seis semanas. As testemunhas foram preparadas
com sementes de sorgo ndo inoculadas (Hartman et al., 1997).

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se a cultivar Desafio RR da Brasmax,
que obteve mais amostras em campo com sintomas. Apés a semeadura foram adubados com a
mistura de NPK (Nitrogénio, Fésforo e Potassio) na formulagdo 4-14-8. Os tratamentos
(isolados) foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco
repeticdes (duas plantas/repeticdo). Para avaliacdo, foram realizadas analise descritiva da
presenca ou da auséncia de sintomas e severidade da doenca na folha (SDS), quanto ao sintma
radicular apenas realizou-se andlises descritivas. Foram realizadas avaliagdes aos 20, 30 e 40
dias apds a inoculacdo (DAI), com base na escala diagramatica de Huang e Hartman (1998)
observando-se todas as folhas da planta (Tabela 2). O postulado de Koch foi completado por
meio do reisolamento dos isolados inoculados em raizes das plantas de soja. A identidade dos
isolados obtidos no reisolamento foi confirmada através da caracterizagdo morfoldgica.
Para avaliacdo dos dados de patogenicidade nas plantas, realizou-se através da escala

diagramaética com a severidade da doenca. As notas foram submetidas a tabela de converséo do
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indice de McKinney, e posteriormente submetidos ao teste de médias e comparadas pelo teste

de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por meio do software Sisvar 5.6.

Tabela 2. Escala diagramatica de Huang e Hartman (1998).

NOTA SEVERIDADE

1 Sem sintomas

2 Leve desenvolvimento dos sintomas com manchas e mosaico (1% a 20% da folhagem afetada)
3 Desenvolvimento moderado de sintomas com clorose e necrose internerval (21% a 50% da

folhagem afetada)

4 Desenvolvimento de sintomas severos (51% a 80% da folhagem afetada)

5 Desenvolvimento de sintomas graves com clorose e necrose internerval e/ou plantas mortas
(81% a 100% da folhagem afetada)

3 RESULTADOS

3.1 Obtencéo dos isolados

Foi composta uma colecédo de 17 isolados de Fusarium solani, obtidos de plantas de soja
com sintomas de SDS (Tabela 1). Com base nas amostras coletadas observou-se que a doenca
afeta diferentes cultivares de soja, como: M 5917 (Monsoy), NS 7709 IPRO (Nidera) e Desafio
RR (Brasmax). Esta ultima cultivar, em sua descricdo, ndo € considerada uma cultivar

suscetivel, porém foram observados sintomas bem caracteristicos da doenca.

3.2 Caracterizacao morfoldgica

Os isolados avaliados apresentaram caracteristicas morfoldgicas tipicas das espécies do
complexo Fusarium solani (FSSC) como monofialides longas, conidiéforos simples e
ramificados, producdo de conidios em falsas cabecas no micélio aéreo e em esporoddquio e
presenca de clamidosporos. Em BDA a 25 °C no escuro, foi observada varia¢do na coloragédo
de frente e verso das colénias: branco, creme e azulada. A coloragdo da esporulacdo também

variou, creme e azulada (Figura 2).
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Figura 2. Cultura de isolados do FSSC em meio BDA. A-B) F. crassistipitaum, TY26; C-D) F. tucumaniae,
TY55; E-F) F. paranaense, TY18; G-H) F. paranaense, TY49; 1-J) F. paranaense, TY19; K-L) F.
paranaense, TY40; M-N) F. tucumaniae, TY35; O-P) F. tucumaniae, TY67; Q-R) F. paranaense,
TYOL1; S-T) F. tucumaniae, TY?29.

A comparacéo das caracteristicas morfoldgicas dos isolados de referéncia das espécies
patogénicas a soja e dos isolados deste estudo é apresentada na tabela 2. O critério utilizado
para a identificacdo dos isolados foi a morfologia dos conidios do esporoddéquio e taxa de
crescimento. Nenhum dos isolados apresentou conidios em forma de “virgula”, marcador
morfoldgico de Fusarium virguliforme, ou conidios curtos e volumosos como de Fusarium
solani (FSSC 5). A taxa de crescimento considerado um dos fatores primordiais para diferencia-
los variou de 2.2 a 5.0 mm/dia em BDA escuro, a 25 °C, diferentemente de Fusarium solani
(FSSC 5) e F. pisi (FSSC 11) cujas taxas de crescimento foram de 6.5-8.5 mm e 17 mm,
respectivamente, segundo a literatura (Tabela 5). Com base no tamanho, na forma longa e
afilada dos conidios do esporoddquio e na taxa de crescimento os isolados TY04, TY08, TY
10, TY13, TY14, TY29, TY35, TY55, TY65 e TY67 foram identificados com F. tucumaniae

(Figura 3). O isolado TY26 foi identificado como F. crassistiptatum com base na taxa de
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crescimento e forma do conidio que apresentam célula apical rostrada e basal levemente
protuberante (Figura 4). Os isolados que apresentaram a taxa de crescimento superior a 4
mm/dia foram identificados como Fusarium parananse, TY01, TY18, TY19, TY40 e TY49.

, K‘

Figura 3. Caracteres morfoldgicos das fases sexuada e assexuada de F. tucumaniae A-C) Peritécios dos isolados
CML 2450 x TY35 em meio de cultura CA; D-E) Ascos e ascosporos, barra= 10 um; F e H)
Macroconidios do esporoddquio, barra= 10 um; G) Cultura em meio BDA; I) Microconidio, barra= 10

pum; J) Falsas cabegas no micélio aéreo; K) Macroconidio no micélio aéreo, barra= 10 um; L)
Clamidosporo rugoso, barra= 10 pm.

e T
o=
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Figura 4. Caracteres morfolégicos da fase assexuado. F. crassitipitaum: A) Macroconidios do esporodéquio,
barra= 10 um; B) Microconidios, barra= 10 um; C) Clamidésporo em pares rugoso; D) Macrocnidios,
barra= 10 pm; E) Macroconidio no micélio aéreo; F) Falsas cabecas no micélio aéreo.

3.3 Teste de homotalismo, determinacdo de mating type por PCR e teste de
compatibilidade sexual

Nenhum dos isolados monospdricos produziram estruturas sexuais, sendo considerados
todos heterotalicos. Dos nove isolados de soja identificados como Fusarium tucumaniae com
base na morfologia, quatro foram identificados como idiomorfo MAT1-1 e cinco como
idiomorfo MAT1-2 (Tabela 1). Cruzamentos férteis confirmaram a identidade dos isolados
como Fusarium tucumaniae. Peritécios oriundos desses cruzamentos apresentaram-se
vermelhos, solitarios ou agregados, globosos, verrugosos, medindo 235 — 280 x 168— 203 um,
com apice agudo, medindo 23 — 62 um de comprimento e medindo 38 — 74 um de largura até
a base. Ascos e ascosporos hialinos, mensurado, em média, 12 — 17,5 um de comprimento e 4

— 7,5 um de largura (Figura 3).
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Tabela 3. Cruzamentos que produziram peritécios férteis entre isolados com morfotipo F. tucumaniae

MAT1-1 MAT1-2 MAT1-2 MAT1-1
TY10 TY14 TY35 TY4
TY10 TY29 TY35 TYG67
TY10 TYG65 TY35 CML 2450

CML 2450 TY14
CML 2450 TY29
CML 2450 TY35
CML 2450 TYG65
TY4 TY14
TY4 TY29
TY4 TY35
TY4 TY65
TY67 TY29
TY67 TY35
TY67 TY65
TY13 TY29
TY13 TYO08

3.4 Patogenicidade

Aos 20 DAI, os sintomas mais severos a moderado de podriddo vermelha radicular
foram induzidos por todos os isolados avaliados. Os sintomas foliares foram induzidos por F.
tucumaniae (TY35, TY55, MES 50) aos 30 DAI, incluindo manchas clordticas e necroticas
internervais severas e mosaico leve. Observou-se diferenga na viruléncia dos isolados dessa
espécie. O isolado TY55 induziu sintomas mais severos como clorose e necrose internerval e/ou
plantas mortas, enquanto os isolados TY35 e MES 50 induziram mosaico e clorose internerval
leve, respectivamente. O isolado CML 1891(NRRL 31773) ndo induziu sintoma foliar (Figura
5; Tabela 5).

F. crassistipitatum (CML 1882) e F. paranaense (CML 1830 e CML 1837) néo
induziram sintoma foliar aparente (Figura 5). Os isolados deste estudo TYO01, TY18, TY19,
TY40 e TY49 e TY26, representantes das espécies F. paranaense e F. crassitipitatum, nédo
induziram sintoma foliar caracteristico de SDS. Nenhuma das testemunhas apresentaram
sintomas (Tabela 4-5). A evolugéo dos sintomas de SDS induzidos por F. tucumaniae nas
plantas inoculadas ¢é apresentado na figura 6. Aos 30 DAI as plantas apresentaram clorose leve
(Figura 6A), sendo este sintoma acentuado aos 35 DAI e com inicio de necrose (Figura 6B-C).
Aos 40 DA, as folhas apresentaram sintomas tipicos de folha carijo com clorose e necrose
internervais (Figura 6 D-E) e sintoma severo de podridao vermelha radicular (Figura 6F-G).
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Houve diferenca significativa entre os isolados de F. tucumaniae, F. paranaense e F.
crassistipitatum, quanto a incidéncia e severidade da SDS, foram observados para os isolados
de F. tucumaniae os maiores valores. Apenas os isolados de F. tucumaniae diferiram

significativamente entre os intervalos de dias de avaliacdo apds a inoculacéo.

Tabela 4. Patogenicidade de espécies do FSSC em plantas de soja (Glycine max), avaliando incidéncia
e severidade de SDS.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Espécie Isolados
20 DAl 30 DAI 40DAI 20 DAI 30 DAI 40 DAI
F. tucumaniae TY35 0 Aa 40 Bb 100Cc  0Aa 6 Ba 24,20 Db
F. tucumaniae TY55 0OAa 100Cb 100Cc O0Aa 242Cb 27,16Db
F. tucumaniae CML 1891 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. tucumaniae MES 50 0 Aa 40 Bb 100Cc  0Aa 6 Ba 15Cb
F. paranaense TY40 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. paranaense TYO1 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. paranaense TY19 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. paranaense TY49 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. paranaense CML 1830 0 Aa 0 Aa 0Bb 0 Aa 0 Aa 0 Bb
F. paranaense CML 1837 0 Aa 0 Aa 0Bb 0 Aa 0 Aa 0 Bb
F. paranaense TY18 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. crassistipitaum CML 1882 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
F. crassistipitaum TY26 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa
Test 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa

Médias seguidas por letras maitsculas iguais na coluna (entre isolados) e letras mindsculas iguais na linha (entre
avaliagdes) ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (5%).
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Figura 5. Sintomas de SDS observados nas plantas inoculadas: A-B) Folha carij6 com clorose e necrose
internerval causada por F. tucumaniae (MES 50 e TY55); C) Clorose internerval causado por F.

paranaense (CML 1837); D) Clorose internerval causado por F. crassistipitatum; E) Testemunha.
Podridao vermelha radicular causada por: F-G) F. tucumaniae; H) F. paranaense; 1) F. crassistipitaum;

J) Testemunha.

Figura 6. Evolucédo dos sintomas de SDS induzidos por F. tucumaniae nas plantas inoculadas: A) Clorose leve,
30 DAI; B-C) Clorose acentuda com inicio de necrose, 35 DAI D-E) Clorose e necrose internerval, 40

DAI.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foram identificadas dois morfotipos do clado 2-FSSC, F. tucumaniae,
F. crassistipitatum e uma do clado 3-FSSC, F. paranaense, em associacdo com plantas de soja
com sintomas de SDS, oriundas dos principais estados produtores no Brasil. Esses
morfotipos/espécies foram definidas com base na diferenca do tamanho e formato dos conidios
do esporoddquio e taxa de crescimento. Das espécies encontradas, somente F. tucumaniae
induziu sintoma foliar tipico de SDS.

As especies do clado 2 -FSSC que causam SDS compartilham caracteres morfoldgicos
como: a formacdo de dois tipos de conidios no micélio aéreo, cilindrico a falcado, septados,
produzidos em conidiéforos longos e conidios clavados curtos, pequenos produzidos em
conidioforos curtos. As espécies também produzem dois tipos de conidios esporodoquiais, um
falcado, multisseptado, com diferencas sutis na célula pé e célula apical e o segundo tipo
clavado, exceto F. virguliforme que produz conidios em forma de “virgula”. Fusarium
brasiliense é diferenciado pela producéo de conidios dos esporodoquios que sdo cilindricos e
frequentemente arredondados nas extremidades, enquanto que F. crassistipitatum produz
conidios com uma célula apical rostrada e pontiaguda e uma célula pé distinta. Fusarium
virguliforme é diferenciado pela producéo de conidios esporodoquiais na parte apical simétricos
e basalmente com conidios em forma de “virgula”. F. tucumaniae produz conidios
esporodoquiais mais longos e estreitos em relagdo as outras espécies do clado 2 (Aolki et al.
2003; 2005; 2012). Fusarium paranaense, Clado 3-FSSC, produz trés tipos de conidios, e 0s
conidios esporodoquiais sdo semelhantes aos de F. crassistipitatum e F. brasiliense. No
entanto, os conidios de F. brasiliense sdo mais arredondados na parte apical e basal e 0s
Fusarium crassistipitatum sdo maiores com uma célula apical evidentemente mais pontuda
(Costa et al. 2016). O crescimento lento distingue as espécies do clado 2-FSSC em relacédo as
espécies dos outros clados do complexo de espécies Fusarium solani, cujo crescimento € rapido
(Aolki et al. 2003; 2005; 2012).

Dentre 0s 17 isolados obtidos, a espécie F. tucumaniae predominou, sendo representada
por 11 isolados de diferentes estados. O crescimento lento das espécies do clado 2 dificulta o
seu isolamento a partir de material sintomatico (Aoki et al., 2005). Desta forma, a metodologia
de isolamento torna-se um fator primordial para a obtencao de isolados das espécies do clado
2- FSSC. Costa et al. (2016) utilizou a metodologia de desinfestacdo superficial das raizes de
soja sintomaticas e obteve 50 isolados de F. paranaense e quatro de F. tucumaniae. Neste

trabalho, as raizes de plantas de soja lavadas foram envolvidas em folhas de jornal umedecidas
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e incubadas em geladeira a 10 °C, no escuro, e apos quatro dias pode-se verificar a esporulagdo
e formacao de esporodoquios azulados caracteristicos das espécies do clado 2.

A identidade dos isolados de F. tucumaniae definida através da morfologia foi
confirmada por meio do conceito de espécie bioldgica. Cruzamentos férteis ocorreram entre 0s
isolados obtidos e o de referéncia (CML 2450) e entre isolados da mesma area coletada e de
diferentes areas, sugerindo a possivel ocorréncia da fase sexuada em campo. Com base na falta
de polimorfismo de nucleotideos nos loci 44, 51, 65, 83, 96 e IGS rDNA, F. virguliforme e F.
crassistipitatum provavelmente reproduzem exclusivamente assexuadamente (Aoki et al.,
2012). Hughes et al. (2014) identificaram ambos idiomorfos entre os isolados de F. brasiliense,
entretanto, os cruzamentos sexuais intraespecificos ndo produziram peritécios, sugerindo que
as condicOes para inducdo da fase sexuada foram inadequadas e / ou faltava uma colecédo de
isolados ““femininos” férteis. Em teoria, F. tucumaniae, que se reproduz sexualmente,
representa uma ameacga muito maior para a producao de soja porque tem maior probabilidade
de suplantar a resisténcia neste hospedeiro, devido sua alta variabilidade genética (Scandiani et
al., 2010; Aoki et al., 2012).

O ensaio in vivo evidenciou a patogenicidade dos de 17 isolados de F. tucumaniae
obtidos neste estudo, pois estes induziram sintomas tipicos de SDS, como o de folha carijo.
Cada um dos isolados dessa espécie induziram sintomas que variaram de mosaico, clorose
internerval leve e severa clorose internerval e necrose foliar. Entretanto, ndo se observou
sintoma foliar tipico de SDS nas plantas inoculadas com os isolados de F. crassitipitatum (CML
1882, TY26) e o isolado de referéncia de F. tucumaniae (CML 1891/NRRL 31773). Este
resultado pode ser apresentado devido a perda de viruléncia e/ou perda da capacidade de
producdo da toxina que induz o sintoma tipico de SDS (Aoki et al., 2005). F. paranaense nao
induziu sintoma foliar, como ja havia sido relatado por Costa et al. (2016). Acredita-se, que
cada espécie possa ter uma particularidade em relacdo ao ambiente favoravel para o
desenvolvimento dos sintomas, devido a diferencas observadas tanto na inducéo do sintoma de
podriddo radicular quanto da formacéo da folha carijo entre os isolados e espécies (Li et al.,
2009).

Todos os isolados avaliados causaram sintoma de podriddo na raiz nas plantas
inoculadas. A diferenca entre as espécies causadoras de PVR como F. paranaense (FSSC3+4),
F. solani (FSSC 5) e F. pisi (FSSC 11) e as causadores da SDS como, F. tucumaniae, F.
virguliforme, F. brasiliense e F. crassistipitatum, sdo promotores da fitotoxina que € produzida
na raiz e transportadas pelos vasos da planta até as folhas. Em plantas infectadas por F.

tucumaniae o conteddo do pigmento da clorofila e o nivel de rubisco foram reduzidos nas
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folhas, principalmente em cultivares suscetiveis. Essa reducdo desencadeia uma regulago
negativa dos genes envolvidos na biossintese da clorofila e fotossintese da planta, devido ao
ataque do patogeno (Berger et al., 2004; Lobato et al., 2010).

Segundo Brar et al. (2011), pode ser possivel que certos isolados sejam bons
colonizadores de raizes, mas podem ou ndo ser bons produtores de toxinas e, inversamente,
alguns isolados podem ser colonizadores de raizes relativamente ruins, mas podem ou ndo ser
bons produtores de toxinas. E possivel que haja bons colonizadores de raizes com poucos
sintomas foliares, mas é menos possivel que colonizadores ruins causem muitos sintomas
foliares.

De acordo com os resultados Fusarium virguliforme e F. brasiliense ndo foram
encontrados em campos de producdo de soja no Brasil; mas sim, F. tucumaniae, F.
crassistipitatum e F. paranaense, as quais estdo associadas com plantas de soja com sintomas
de SDS. Os isolados encontrados se comportaram de modo diferente quanto a inducéo e a
severidade dos sintomas; quando inoculadas, somente alguns isolados de F. tucumaniae
induziram sintoma tipico de folha carijé. Essa espécie ja foi relatada nos estados do Parand, Rio
Grande do Sul e Minas Gerais (Aoki et al., 2005; Costa et al., 2016). No presente trabalho, ela
foi encontrada novamente em Minas Gerais, € no estado de Goias. Além das espécies
encontradas, F. brasiliense ja foi relatada no Brasil (Aoki et al., 2015), mas com base na
morfologia, esta ndo foi identificada. Apesar dos marcadores morfoldgicos apresentados pelas
espécies que causam doenca em plantas de soja permitam distingui-las, a plasticidade
morfoldgica existente, principalmente nas espécies que se reproduzem sexuadamente como F.
tucumaniae e F. paranaense, pode levar a erros de identificacdo. Portanto, a aplicacdo do
conceito de espécie filogenética é essencial para uma diagnose acurada. Além disso, estudos
epidemioldgicos sdo requeridos para determinar quais as condicdes ambientais ideais para o
desenvolvimento ideal da SDS em condi¢des de campo para cada uma das quatro espécies

causadoras de SDS.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Tabela 1S. Comparacédo dos caracteres morfologicos dos isolados obtidos de plantas de soja com sintoma de SDS e das espécies do
FSSC que causam doenca na soja.
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Conidio do micélio aéreo Con'd'(,) do_ Clamidésporo Taxa de Coloragéo da
esporodoquio - . e .
Isolados Fidlide*  Crescimento colénia em Referéncia
Tamanho Tamanho Tamanho
Forma Septos Forma Septos Forma (mm) BDA
(um) (um) (pm)
Célula pé e apical
. simétricos, sem .
Ty 01 Oval,_ o_bovmde e 10-22.5 x 0-1 diferenciaco 25-47.5x 3.5 ) ) SR 45%43 Esbranquicada Deste
reiniforme 2.5-5 . . 5 a azulada estudo
entre a célula pé e
apical
Longos e afilados,
com célula pée
5-75x - PR 52.5-65 x Esverdeada a Deste
TY 04 Oval 25 0 apical simétricos, 5 3-5 - - SIR 22x25 azulada estudo
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célula pé e
TY 08 Globoso e oval 25x25 0 apical simétricos, 57')5('27'5 3-6 - - SIR 25x25 ES\;(;LdIZS(;a a erusé%
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célulapée
TY 10 Oval 2.5-10x 0 apical simétricos, 55-725x 35 Rugoso - SIR 25x3 Esverdeada a Deste
25 5 azulada estudo
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célula pé e
5-10 x - P Esverdeada a Deste
TY 13 Oval 25.5 0 apical simétricos, 55-70 x5 3-5 Rugoso - SIR 22x24 azulada estudo
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célula pé e
TY 14 Oval 52_ 1505)( 0 apical simétricos, 50_752 SX 4-6 Rugoso - SIR 23%x26 ES\;(;Ldlggga a ezfjé%
' pouco acentuada,
discreta.
Célula pé e apical
simétricos, sem .
TY18 Oval, elipsoide 10-225x 0-1 diferenciagdo 27.5-40 3-5 Liso - S/IR 44x45 Esbranquigada Deste
2.5-5 . . x5 a creme estudo
entre a célula pé e
apical
TY 19 Oval,'p_lrlforme e 10-25 x5 0-2 Ce_lulla pee apical  40-55.5x 45 Liso e rugoso ) SR 249%48 Esbranquigada Deste
reiniforme simétricos, sem 5 acreme estudo



diferenciacéo
entre a célula pé e
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apical
Célula apical
TY 26 Ovaleoboveide /222X g rostradaebasal - g5 5oy 5 34 Rugoso, solitatio ~ 10x75 SR 25x3 Esbranquicada Deste
2.5-5 levemente acreme estudo
protuberante
Longos e afilados,
com célula pé e .
TY 29 Oval e Globoso 2.5-10x 0 apical simétricos, 57.5-67.5 3-4 - - SIR 3x24 Esbranquicada Deste
2.5-5 x5 a creme estudo
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célula pé e
TY 35 Oval 2.55x% 0 apical simétricos, 57.5-85x 45 - - SIR 23x24 Esverdeada a Deste
25 5 azulada estudo
pouco acentuada,
discreta.
Célula pé e apical
. simétricos, sem .
Oval, obovéide e 7.5-25 x . s 37.5-47.5 Esbranquigada Deste
Ty 40 reiniforme 25-5 0-3 diferenciagao x5 35 . ) SR 4.2x42 a creme estudo
entre a célula pé e
apical
Célula pé e apical Liso, solitario no
simétricos, sem meio da hifae
TY 49 Oval 102_252_ 55 X 0-1 diferenciago 34'5é45 X 35 na ponta e 3-5%.012)( SIR 5x4.3 Esbranquicada ezfuscti%
' entre a célulapée multiplos no ’
apical restante.
Longos e afilados,
com célulapée .
TY 55 Oval, obovoéide 25-1.5% 0 apical simétricos, 55-725x 45 - - SIR 22x23 Esbranquigada Deste
25 5 acreme estudo
pouco acentuada,
discreta.
Longos e afilados,
com célula pé e Rugoso, solitario .
25-5x - P 65-72.5 x PR, 3.75-10 x Esbranquicada Deste
TY 65 Oval 25 0 apical simétricos, 5 3-5 duplo no meio da 5125 SIR 25x2.3 a creme estudo
pouco acentuada, hifa
discreta.
Longos e afilados,
com célulapée .
TY 67 Oval 2.55x 0 apical simétricos, 65-725x 35 Rugoso, solitario - SIR 24x3 Esbranquicada Deste
25 5 a azulada estudo
pouco acentuada,
discreta.
Cilindrico a falcado, Subglobosos, liso
septado, em e rugoso, solitario
F. tucumaniae conidi6foros altos, 35-185 0-1 Longos e estreitos >60x>5 3-6 terrginai’s UniCOSY 9-13x S/IR 1.7-2.3 esverdeada a Aoki et al.
' clavado curto, x2-25 g ' ' 8.5-12.5 T azulada 2003

principalmente
aseptato

raramente em
cadeias
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Cilindrico a falcado,
septado, em

Subglobosos, lisos

o Falcado, célula € rugosos,
conidiforos altos, 2-25x apical e basal 50-60 x intercalares Aoki et al
F. virguliforme clavado curto, ) 0-1 apica 5-55 35 inal 4-15 S/IR 1.5-3.0 lilés a azulada '
rincipalmente 1.5-35 S|metr|cos'e em ou ,te_rmlna , 2003
P forma de virgula solitarios ou em
aseptato e em forma cadeias
de virugla
Formados com
Cilindrico a falcado, h_ffrequegcllabnas
septado, em ilindri 4 lifas, su gb(I) 0508, 7,5-
- conidioforos altos, 4-12.5x Cilin ricos com 5-60x as Vezes 0blongos 15x 5- esverdeada a Aoki et al.
F. brasileinese 0-1 extremidades 5-5.5 3-6 ou S/IR 22-28
clavado curto, 2-35 . 12,5 azulada 2005
M- arredondadas curvo, terminal ou
principalmente intercalar
aseptato solitarios ou
subglobosas,
. . terminal,
Célula apical frequentemente
F. Falcado, clavados 45;?’ 9 0-1 roast:igla eekf:sl::a 43;6:36'5 X 3-6 solitario, 6.5-17.5 x SR 1829 esbranquicadaa  Aoki et al.
crassistiptatum curtos a elipsoidais F:evemente raramente 5-13.5 o amarelada 2011
protuberante mult:ﬁg)oss,ollssos €
Obovoide,
_eI|psp0|daI, Falcado, com
reniforme, falcado, célula apical branca a
F. paranaense fc?srtr:a(zjea:lﬂzagli?; 12-37.5x rastraria e a celula 27-55x Subgloboso, a?sa\;falzis il(;gwq Costa et al
P A 2.5-5 0-5 basal ligeiramente 4-6 3-5 formado em hifae SIR 20-45 : ’
FSSC 3+4 basal do pé rotuberante (4 septos) em conidos tonalidade 2016
ligeiramente protub ' P verde
cilindrico para .
protuberante e fusiforme acinzentada
cilindrico para
fusiforme
. - Sandoval-
F. falcifome EI|p50|da_I para 4.7-41.8 X 0-1 Falcado, curto e 41.7-46.9 3-4 Globoso 8-10 s 0.79 Denis &
FSSC 3+4 alantoide 3.1-94 volumoso x5.9-6.1 Crous 2018
Falcado
. ligeiramente
Elipsoidal para . 24-56 x 2- amarela para Schroers et
FSSC5 falcate 25-12.7 0-5 curvado e mais 8 3-5 Globoso 6.5-8.5 S 6.5-8.5 salmdo palido al. 2016
curvado na ponta,
base pedicelada
Ligeiramente
Evoide ou com apice curvo com uma
2.5-12.7 x célula apical 4.3-46.1 x Sisc et al.
FSSC 11 arredondado e base 1521 0 arredondada e 5462 2-4 - - S 17 branca 2018

truncada

célula basal em
forma de cunha
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fracamente
pedicelada

aMonofialide simples = S; Monofialide ramificada = R



