Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Caracterizacao, transmissao, reacdo de cultivares e sensibilidade a
fungicidas de Colletotrichum plurivorum associado a antracnose da soja

Renata Rebellato Linhares de Castro

Dissertacdo apresentada para obtencao do titulo de Mestra
em Ciéncias. Area de concentracdo: Fitopatologia

Piracicaba
2018



Renata Rebellato Linhares de Castro
Engenheira Agronoma

Caracterizacédo, transmissao, reacdo de cultivares e sensibilidade a fungicidas de
Colletotrichum plurivorum associado a antracnose da soja

Orientador:

Prof. Dr. NELSON SIDNEI MASSOLA JUNIOR

Dissertagdo apresentada para obtencdo do titulo de Mestra
em Ciéncias. Area de concentracdo: Fitopatologia

Piracicaba
2018



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicacdo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Castro, Renata Rebellato Linhares de

Caracterizagdo, transmissdo, reacdo de cultivares e sensibilidade a fungicidas de
Colletotrichum plurivorum associado a cultura da soja / Renata Rebellato Linhares
de Castro - - Piracicaba, 2018.

94 p.

Dissertacdo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Andlise filogenética 2. Controle quimico 3. Glycine max 4. Colletotrichum
truncatum I. Titulo



A0S meus pais,
Agassiz Linhares Neto e Maria Angélica Rebellato Linhares,

Por todo amor, dedicacgéo, incentivo e confianga desde sempre. Por nunca cessarem
esforcos em me permitir viver essa e todas as demais etapas que ja fomos vitoriosos. Pela

educacao e principios ensinados que formaram meu carater!

A minha irma,
Bruna Rebellato Linhares,
Pela amizade, amor e companheirismo. Por todas as viagens que fez para diminuir a

distancia quando a saudade era dificil de enfrentar!
Ao meu marido,
Saulo Augusto Quassi de Castro
Pelo companheirismo em todos 0s momentos, amor, incentivo nas horas mais dificeis e
pela dedicacdo em tornar essa batalha possivel de ser vencida.

N&o ha como explicar o quanto significam para mim e o amor que tenho por vocés!

Dedico!

“A humildade ¢ o primeiro degrau para a sabedoria”.

Sao Tomas de Aquino



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e Nossa Senhora, por serem meus guias e protetores nessa
caminhada, fonte de forca e consolo. Obrigada pelo dom da vida e por intercederem sempre
pela minha felicidade.

A toda minha familia, pais, irmd, marido, sogros, cunhados, sobrinha, avos, tios e
primos, agradego pelo apoio incondicional, amizade, incentivo, compreensdo e amor.

Ao meu marido Saulo Augusto Quassi de Castro, pelo amor e companheirismo, por
ser sempre meu melhor amigo e incentivador. Pelo auxilio nos trabalhos e por permanecer ao
meu lado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, pela bolsa de
mestrado concedida.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo
(ESALQ-USP), pelos nove anos de ensinamentos e oportunidades.

Ao Departamento de Fitopatologia da ESALQ-USP, todos os professores e
funcionarios, por todos 0s ensinamentos, amizade, pela oportunidade e condicGes oferecidas.

Ao Prof. Dr. Nelson Sidnei Massola Junior, pela oportunidade, paciéncia, orientacao,
confian¢a, amizade e incentivo.

A Dra. Maria Heloisa Duarte de Moraes, & quem tenho enorme carinho e admiragao.
Agradeco pelos ensinamentos e por ter despertado em mim o interesse pela fitopatologia.
Obrigada pelo carinho, dedicacéo, apoio e amizade.

A Dra. Maisa Ciampi Guillardi, pelo apoio, ensino e auxilio em todas as etapas.

A Flavia Rogério, pelos ensinamentos desde os primeiros dias sobre biologia
molecular, pela paciéncia e dedicacéo.

Aos amigos e colegas do laboratoério de fungos fitopatogénicos: Thais Boufleur, Flavia
Rogério, Renata Brito, Ricardo Felipini e Vanessa Vargas, pela amizade, por todos o0s
ensinamentos e auxilio nas horas que parecia impossivel encontrar solu¢des aos problemas.

Ao André Bueno Gama, Ricardo Feliciano e Silvia Lourenco, pelo auxilio e
ensinamentos nos testes com fungicidas.

A todos os colegas e amigos de departamento, pelo apoio, conversas e momentos de
descontracdo. Em especial aos grandes amigos que a pés me deu como padrinhos, Sarah Galvao

e Leonardo Miranda.



E atodas as pessoas que de alguma forma, direta ou indiretamente, me acompanharam

e auxiliaram no desenvolvimento deste trabalho e colaboraram para minha formagéo.

A todos, meus sinceros agradecimentos!



SUMARIO
RESUMO ...ttt sttt sttt sttt s st an s en s 8
ABSTRACT ..ottt sttt an ettt nens 10
LISTADE FIGURAS ...ttt esasss st sss s snes st nansens 11
LISTADE TABELAS ..ottt ss sttt ne st sn st 12
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS .......cccoooeveeeeeeeeeeseseee s, 13
L. INTRODUGAO ...ttt se e es st se s sn s 15
RETEIEINCIAS. ... ettt ettt e s b e st e e s be e e ab e e sbeesabeesbeesabeesbeesabeesbeesnbaens 17

2. CARACTERIZAC}AO MOLECULAR, MORFOLOGICA E CULTURAL DE
AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE DA SOJA (Colletotrichum plurivorum e C.

truncatum) NO BRASIL ...t 19
RESUMO ..ttt bt bbbttt et bbbt bt bt n et e et bbb b n e 19
AABSTRACT tiiitteettte ettt e ettt e ettt e ekt e e ekt e ekt e e ket e e a bt e e oAb et e e Rk et e aR b e e e e R b et e eR b et e R b e e e R b e e e nn e e e nreeenreas 19
2.1, INTRODUGAOD. ... .citiitieiiesieite sttt s it see et e sbe bbb s e st e e b e b s be e be b e e b e e st et et nbesbenbenneenes 20
2.2. MATERIAL E METODOS ....uttiiutteteessteesteeastaestesssseessessssaessesssseessessssesssessnsessssssssesssessnsessses 22

2.2.2. Caracterizacdo molecular ou filogenétiCa...........ccocovvieveeiice i 24
2.2.3. Caracterizagdo CUITUNAl...........coooviiiiiec e 25
2.2.4. Caracterizacdo morfolOgiCa .........cccveiieiieiiiie e 26
2.3, RESULTADOS ... tttitieitteestee sttt stee sttt st e sbe et e et easte e she e e nb e ek e e e steesaeeanbe e beeenbeenneeenbeenneas 27
2.3.1. Caracterizacdo molecular ou filogenética...........cccccveveveeiiiic i 27
2.3.2. Caracterizagdo CUITUNAl...........cooviiiiiee e 29
2.3.3. Caracterizacdo morfolOgiCa .........ccccveiiiiieiiiie e s 30
2.4, DISCUSSAD . ....teiiueietieiiteastee ettt stee st e st e s et esbeeasbeeabe e asteesbeeanbeeabeeasbeesaeeanbeesbeeenteesbeeanbeenneas 33
2.5, CONCLUSOES. .....utteteeittt ettt ettt ettt ettt ekttt e b et e b et et e e sbe e e b e e be e e beennneenneesnnas 35
REFERENCIAS .....ee ittt ettt ettt etttk e et e ekt e ettt eeab et e amb et e enb e e e snb e e e bt e e e nneeenneas 36

3. AGRESSIVIDADE, TRANSMISSAO E REACAO DE CULTIVARES DE SOJA A

ColletotriChUuM PIUFIVOIUM ..ot sreeaenneenneeneeas 41
RESUMO ...tttk b et ekt e e ht e e bt e e st e ke e e nb e e nbeeenbeenbneenneen 41
AABSTRACT ittt ettt ettt ettt ettt ettt e ekt e e ket e et et e et bt e e ket e e R b et e ea b e e e e R bt e e aR b e e e enb e e e R be e e nnreeenreean 42
G I [N 0] 516107 TR 42
3.2, MATERIAL E METODOS ...uttiiutteteessteestesaseaessesasteessesasseessessssesssessssesssessnsesssessnsesssesssessses 45

3.2.1. Isolados de ColletotriChum SPP. ...ccvi i 45
3.2.2. Comparagao da agreSSIVIJAOE ........ccorueiiiiriiieieee e 45
3.2.2.1. IN0CUIACA0 € AVAITAGHD ......c.veiveeiieiie e s 46
3.2.2.2. REISOIAMENTO. .....cviiiieiiee ettt e e nae e sneenas 47
3.2.3. Teste de transmissao semente-planta...........ccocoerieiineneisee e 47
3.2.3.1. INOCUIACAO dAS SEMENTES ......ccveiiieieeitieieeie sttt 47
3.2.3.2. Efeito na qualidade sanitaria e fisiologica das Sementes ..........c.cocevervriennnnn 48
3.2.3.3. Determinagao da taxa de tranSmiSSA0 ........ccecvereririniesieieieiese e 49
3.2.4. Teste de transmissao planta-SEMENTE .........ccvvververeeierieere e 50
3.2.5. Reagdo de cultivares a C. PIUMIVOIUM ... 51
3.3 RESULTADOS. ... ttttitietiesiete sttt be sttt b bbbttt bt bbbt bt b e st e sb e b b e bt nbe et enes 52

3.3.1. Comparagado da agreSSIVIAAAE .........coueiiiiieieiie e 52



3.3.2. Teste de transmissao semente-planta.............cccoveveieenieie e 54
3.3.3. Teste de transmissao planta-SEMENTE..........cccviieierererese e 56
3.3.4. Reacdo de cultivares a C. PIUFIVOrUM..........cocveiiiieieese e 57

34, DISCUSSAD ...ttt ettt ettt bt he et e ettt e e ab e ekt e e ab e ekt e s mb e e bt e ente e nbbeebeeareeanneens 60
3.5, CONCLUSOES ....couiiutete ittt sttt bbb bbbttt bbbt bbbt et et e et e b et beene e 63
REFERENCIAS ...ttt sttt ettt ettt et b ettt e s hb e e bt e e he e e bt e sbe e e mb e e ebb e et e e srneenbeennnas 63
4. SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. DE SOJA A FUNGICIDAS
.................................................................................................................................................. 69
RESUMO ..ttt bbbttt bbb bbbttt bt bbb ns 69
AABSTRACT ..ttt ettt ekttt ettt ekttt ekt e ek bt e e ket e ekt e 4R b e e e oAb et e oAb et e e R b e e e e AR et e R b et e e b et e R b e e e anb e e e nnn e e 69
o I [N 270 51U o7\ o SRS 70
4.2. MATERIAL E METODOS ...vviiutieiuieaieestteateessseassesssseassessssesssesssseassessssesssessssesssessssesssessnsenns 72
4.2.1. 1solados de ColletotriCNUM ........cc.oiiiiiiiiiee e 72
4.2.2. Sensibilidade in vitro a fUNGICIAas ..........ccccviiiiieiei e 72
4.2.2.1. Crescimento micelial — método de gradiente espiral de diluicéo .................... 73
4.2.2.2. Crescimento micelial — método de incorporacédo do fungicida ao meio fundente
...................................................................................................................................... 74
4.2.2.3. GErmMIiNAGAO A€ ESPOIOS. ....cuveurerritiriesteriieieeieeie ettt sttt e bt b b enes 75

4.2.3. Caracterizacdo molecular das mutagdes que conferem resisténcia a fungicidas.... 76
4.2.3.1. MutacOes ligadas a resisténcia aos fungicidas inibidores extracelulares de

quinona (Qol - estrobilurinas): gene do citocromo b (CYth) .......cccccveveviievieiciieceee 76
4.2.3.2. MutacOes ligadas a resisténcia aos fungicidas benzimidazoéis (tiofanato-
metilico): gene da beta-tubulina (B-tuD) ........ccooviiiiiii e 78

4.3, RESULTADOS ....uvtetieiuieesteeasteesteeasteesseeasseessteastessseeasessaseanbeeaaeeesbeeambeeabeeanteesseeanbeeaseeansenns 78
4.3.1. Sensibilidade in vitro a fungicidas............ccccovveviiiiiieie e 78
4.3.1.1. Crescimento micelial — método de gradiente espiral de diluigéo .................... 78
4.3.1.2. Crescimento micelial — método de incorporacédo do fungicida ao meio fundente
...................................................................................................................................... 79
4.3.1.3. GErminaGa0 A€ ESPOIOS. ....c.ueuveeeieriestertesieeseeeesie st sbe sttt e bbbt enes 81

4.3.2. Caracterizacdo molecular das mutacdes que conferem resisténcia a fungicidas....83
4.3.2.1. MutagOes ligadas a resisténcia aos fungicidas inibidores extracelulares de

quinona (Qol - estrobilurinas): gene do citocromo b (CYth) .........cccevvviieiicii i, 83
4.3.2.2. MutacOes ligadas a resisténcia aos fungicidas benzimidazoéis (tiofanato-
metilico): gene da beta-tubulina (B-tUD) .........ccooieiiiiii 84
A4, DISCUSSAD ....uvveeiiitee ittt eitee ettt ettt e ettt e ettt e bt e et et e st e e e s s bt e e s ab e e e sa b et e enb e e e snbe e e nnbeeenneas 85
4.5, CONCLUSOES .....ceetteautteniee et e aiee et e te e bt e sie e bt e s se e e be e s st e et e e eab e e sbeeambeeabeeesneenaeeanbeeasneanneens 90

REFEREINCIAS ... eeeete et ee e e e e e e e e e et et e e e e et e e e e et e e e e e e e e ee e eeeeeneeeeeennareeeenaaaaees 90



RESUMO

Caracterizagao, transmisséo, reacao de cultivares e sensibilidade a fungicidas de

Colletotrichum plurivorum associado a antracnose da soja

A cultura da soja tem grande importancia na seguranca alimentar mundial,
sendo o Brasil o segundo maior produtor do grdo. Dentre os fatores que afetam a
producdo da cultura, as doencas se destacam e uma das principais € a antracnose.
Diferentes espécies de Colletotrichum tém sido relacionadas a antracnose da soja,
como C. truncatum, geralmente reportado como o principal agente causal da
doenca, e o C. plurivorum, anteriormente nomeado C. cliviae, uma espécie
recentemente descrita e associada ao patossistema. Desta forma, objetivou-se
caracterizar de forma filogenética, morfolégica e cultural a espécie C. plurivorum
comparando-a com C. truncatum; comparar a agressividade e a capacidade de
transmissdo semente-planta e planta-semente entre C. plurivorum e C. truncatum
na cultura da soja; testar a reagéo de diferentes cultivares de soja a C. plurivorum;
e verificar a sensibilidade in vitro de C. plurivorum a fungicidas registrados no
Brasil para controle da doenca. Baseado na analise filogenética Bayesiana, 0s
isolados anteriormente chamados de C. cliviae foram reclassificados como C.
plurivorum, agrupando-se juntamente com novos isolados de coletas recentes. Um
isolado foi classificado como C. musicola, primeiro relato desta espécie isolada de
planta sintomética de soja. Os isolados de C. plurivorum apresentaram taxas de
crescimento micelial maior do que os de C. truncatum, enquanto que a esporulacdo
dos isolados da segunda espécie foi superior aos da primeira. No teste de
comparacdo de agressividade, o isolado de C. truncatum se mostrou mais agressivo
do que os isolados de C. plurivorum a cultivar AMS Tibagi, apos inoculagdes com
suspensdes de esporos no estagio de crescimento V2-V3. No teste de transmissao
semente-planta, as taxas de transmisséo de C. plurivorum e de C. truncatum da
semente para a planta variaram entre 37% e 79%. Nao foi observada transmissao
dos patdgenos para 0s grdos em teste de sanidade quando as plantas foram
inoculadas nos estagios R2 e R5, além de ndo afetarem a producdo de vagens e
grdos. No teste de reacdo de cultivares de soja a C. plurivorum, a AMS Tibagi foi a
que apresentou maior resisténcia, enquanto que as demais cultivares avaliadas
foram afetadas significativamente nos parametros de qualidade fisioldgica
avaliados. Nas avaliacGes de sensibilidade a fungicidas, isolados de C. plurivorum
e C. musicola, apresentaram insensibilidade, baixa ou média sensibilidade aos
fungicidas trifloxistrobina e piraclostrobina. Para esses mesmos fungicidas, 0s
isolados de C. truncatum e C. sojae foram classificados como altamente sensiveis
(CEso menor que 1 pg mL™?). Os isolados de C. plurivorum e C. musicola
apresentaram a mutacdo E198A no gene da beta-tubulina, que confere resisténcia
ao tiofanato-metilico, enquanto que os isolados de C. truncatum foram
considerados altamente sensiveis ao produto e ndo apresentaram a mutagéo no gene
analisado. Isolados de C. plurivorum e de C. truncatum, avaliados no teste de
inibicdo do crescimento micelial, foram considerados altamente sensiveis aos
fungicidas difenoconazol e fludioxonil. Identificar e conhecer as caracteristicas das
espécies Colletotrichum que afetam uma das principais commodities do Brasil €
fundamental para entender a epidemiologia da doenca e obter sucesso no
desenvolvimento de estratégias de controle mais eficientes.



Palavras-chave: Andlise filogenética; Controle quimico; Glycine max;
Colletotrichum truncatum
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ABSTRACT

Characterization, transmission, reaction of cultivars and sensitivity to fungicide of

Colletotrichum plurivorum associated with soybean anthracnose

Soybean cultivation has great importance in world food security with Brazil
being the second largest grain producer. Among the factors that affect crop
production, diseases stand out and one of the main ones is anthracnose. Different
species of Colletotrichum have been related to soybean anthracnose, such as C.
truncatum, generally reported as the main causal agent of the disease, and C.
plurivorum, previously named C. cliviae and a recently described pathosystem
associated species. The aim of this work was to characterize in a phylogenetic,
morphological and cultural way the species C. plurivorum comparing it with C.
truncatum; to compare the aggressiveness and seed-plant and plant-seed
transmission capacity between C. plurivorum and C. truncatum in soybean
cultivation; to test the reaction of different soybean cultivars to C. plurivorum; and
to verify C. plurivorum in vitro sensitivity to fungicides registered in Brazil for
disease control. Based on Bayesian phylogenetic analysis, the strains previously
called C. cliviae were reclassified as C. plurivorum, grouped together with new
strains from recent collections. One strain was classified as C. musicola, the first
report of this species on soybean symptomatic plant. The C. plurivorum strains had
higher mycelial growth rates than those of C. truncatum, whereas the sporulation
of the second species was superior. C. truncatum was more aggressive than C.
plurivorum to the AMS Tibagi cultivar after inoculations with spore suspensions at
the V2-V3 growth stage. In the seed-plant transmission test, C. plurivorum and C.
truncatum transmission rates from the seed to the plant varied between 37% and
79%. Transmission of the pathogens to the grains was not observed when the plants
were inoculated in stages R2 and R5, besides not affecting the production of pods
and grains. Among the tested cultivars, ‘AMS Tibagi’ showed the highest resistance
to C. plurivorum, while the other cultivars were significantly affected in the
physiological quality parameters. C. plurivorum and C. musicola strains showed
insensitivity, low or medium sensitivity to trifloxystrobin and pyraclostrobin
fungicides. For these same fungicides, C. truncatum and C. sojae strains were
classified as highly sensitive (ECso less than 1 pg mL™). C. plurivorum and C.
musicola strains showed the E198A mutation in the beta-tubulin gene, which
confers resistance to thiophanate-methyl, whereas C. truncatum strains were
considered highly sensitive to this fungicide and did not present the mutation in the
beta-tubulin gene. C. plurivorum and C. truncatum strains were considered highly
sensitive to difenoconazol and fludioxonil fungicides. Identifying and knowing the
characteristics of the Colletotrichum species that affect one of the main
commodities in Brazil is fundamental to understand the epidemiology of the disease
and to succeed in the development of more efficient control strategies.

Keywords: Phylogenetic analysis; Chemical control; Glycine max; Colletotrichum
truncatum
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma das mais importantes para a
seguranca alimentar mundial. O Brasil € o segundo maior produtor de soja no mundo, atras
apenas dos Estados Unidos, e seguido pela Argentina. Na safra 2016/17, esses trés paises foram
0s responsaveis por mais de 81% da producdo mundial de soja, a qual foi superior a 351 milhGes
de ton (Food and Agricultural Organization of the United Nations - FAOSTAT, 2017).

A cultura tem um papel importante na geracdo de empregos, além de ser responsavel
por um grande fluxo de exportacbes, o que reflete positivamente na balanca comercial
brasileira. A producdo foi impulsionada nos estados do sul do pais com o inicio do cultivo
sucessivo trigo/soja e teve crescimento na regido do Brasil Central nos anos 70 e 80 (COSTA,
1996; MIYASAKA; MEDINA, 1981). Hoje, os principais estados produtores sao Mato Grosso
(27,1%), Parana (16,1%), Rio Grande do Sul (14,4%), Goias (9,9%) e Mato Grosso do Sul
(8%), dados relativos a safra de 2017/2018, em que a producédo nacional foi de 119,28 milhdes
de ton (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2018). E uma
oleaginosa de grande importancia, devido a composic¢ao quimica do seu grao, com alto teor de
proteinas e acidos graxos (GOMES, 1981). Representa um componente de valor na alimentacéo
humana e animal, possibilitando seu uso intensivo pela agroindustria (producdo de farelo de
soja, utilizado como racdo animal e o 6leo vegetal), pela inddstria quimica, pela industria de
alimentos e como fonte alternativa de biocombustivel (FREITAS, 2011).

A cultura é afetada por diversos fatores bioticos e, entre eles, as doencas se destacam,
podendo causar prejuizos consideraveis, o que varia anualmente e regionalmente de acordo com
o clima, a suscetibilidade das plantas e a presenca e disseminacdo dos patdgenos (EMBRAPA
SOJA, 2013). Dentre as principais doencas destaca-se a antracnose, a qual tem como principais
fontes de indculo sementes infectadas e restos culturais. Desta forma, € uma das primeiras
doencgas a se estabelecer na cultura. Os sintomas podem ser observados na fase inicial, pelo
tombamento das plantulas, lesdes nos cotilédones e posteriormente em folhas e hastes, sendo
na fase reprodutiva os danos mais significantes, causando reducao no nimero de vagens, queda
e abertura das vagens imaturas, germinacao dos grdos em formacao, além de induzir a planta a
retengéo foliar e haste verde (AMORIM et al., 2016).

Diferentes espécies de Colletotrichum tém sido relacionadas a antracnose da soja, e
ndo apenas a espécie C. truncatum, geralmente indicada como agente causal da doenca
(BARBIERI et al., 2017; LEHMAN; WOLF, 1926; MAHMODI et al., 2013; RICCIONI;
CONCA; HARTMAN, 1998; YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012, 2014).
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Considera-se, assim, um complexo de espécies responsaveis pela reducdo da produtividade no
Brasil e no mundo, tendo sido relatadas perdas de 90 kg/ha de gréos para cada incremento de
1% da doenca no norte do Brasil (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

Para o controle da antracnose na soja sdo recomendados rotacdo de culturas, manejo
adequado do solo e adubacdo potéassica balanceada, espacamentos maiores e densidades de
plantas menores, tratamento de sementes com fungicidas e eficiente controle de plantas
daninhas (AMORIM et al., 2016). E pouco citado o uso de cultivares resistentes, apesar de ja
terem sido identificadas algumas fontes de resisténcia a doenca (COSTA et al., 2009).

O controle quimico é amplamente utilizado nos campos de producdo da soja, tanto
para o tratamento de sementes, quanto em aplicacdes foliares voltadas, principalmente, ao
controle da ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizie) e das doencas de final de ciclo
(DFC). Nas regibes de cerrado, a incidéncia da doenca € recorrente e, ainda assim, existem
poucos trabalhos voltados para a eficiéncia de fungicidas no controle do patégeno (DIAS;
PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016; PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016). Sio
necessarios mais estudos relacionados a eficiéncia do controle quimico da doenca, pois com o
uso intenso de determinados ingredientes ativos sem monitoramento e manejo adequado, 0 risco
de resisténcia as moléculas é alto (FRAC, 2018).

A alta variabilidade na morfologia e biologia de Colletotrichum sp. (SUTTON, 1992)
dificulta a descricdo e diferenciacdo das espécies, por isso, técnicas moleculares vém sendo
utilizadas para essa finalidade. A espécie C. cliviae, atualmente reclassificada como C.
plurivorum (DAMM et al., 2019), caracterizada molecularmente e identificada como
patogénica a soja em isolados do estado do Mato Grosso (BARBIERI et al., 2017), é um
exemplo da diversidade genética que essa doenca apresenta. Portanto, identificar e conhecer as
caracteristicas de patogenicidade das espécies Colletotrichum que afetam uma das principais
commodities do Brasil é fundamental para entender a epidemiologia da doenca e obter sucesso
no desenvolvimento de estratégias de controle mais eficientes.

Assim, 0s objetivos desse estudo foram: caracterizar de forma morfologica e cultural
a espécie C. plurivorum comparando-a com C. truncatum, comparar a agressividade e a
capacidade de transmissdo semente-planta e planta-semente entre C. plurivorum e C. truncatum
na cultura da soja; testar a reagé@o de diferentes cultivares de soja a C. plurivorum; e verificar a
sensibilidade in vitro de C. plurivorum a fungicidas registrados no Brasil para controle da

antracnose da soja.
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2. CARACTERIZACAO MOLECULAR, MORFOLOGICA E CULTURAL DE
AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE DA SOJA (Colletotrichum plurivorum E C.
truncatum) NO BRASIL

RESUMO

A antracnose € uma das doengas que tem causado perdas significativas na cultura
da soja. Ela é associada principalmente a espécie Colletotrichum truncatum, porém nos
Gltimos anos novas espécies do género Colletotrichum vém sendo relatadas como
causadoras da antracnose em soja. Estudar as caracteristicas dessa variedade de agentes
causais € um ponto importante no manejo da doenca. Este estudo teve como objetivo
realizar a caracterizacdo cultural, morfologica e filogenética de isolados de Colletotrichum
com conidios cilindricos, causadores de antracnose da soja no Brasil, comparando-0s a
isolados de C. truncatum. Foi realizada a analise filogenética de 19 isolados brasileiros de
Colletotrichum por Inferéncia Bayesiana, com a combinagdo dos genes ACT, TUB2,
GAPDH, HIS3 e ITS. A caracterizagéo cultural foi realizada em trés meios de cultura (BDA
sintético, BDA semissintético e SNA), a 25°C, com sete isolados de C. plurivorum e dois
de C. truncatum, nos quais foram obtidas a taxa de crescimento micelial diario (mm dia?)
e a esporulacdo (esporos mm2) dos isolados. Um isolado de cada espécie, C. truncatum e
C. plurivorum, foram submetidos a técnica da microcultura e tiveram a morfologia
registrada em imagens. Além disso, foram medidas as dimensBes de conidios de seis
isolados de C. plurivorum e de dois isolados de C. truncatum. Os isolados anteriormente
chamados de C. cliviae foram reclassificados como C. plurivorum, juntamente com nove
novos isolados que se agruparam no mesmo subclado. Um isolado coletado no estado do
Mato Grosso foi classificado como C. musicola, primeiro relato dessa espécie isolada de
planta sintomética de soja. Os isolados de C. plurivorum produziram conidios cilindricos
nos trés meios de cultura avaliados e tiveram taxa de crescimento micelial maior do que 0s
isolados de C. truncatum, que produziu conidios falcados. A esporulacéo dos isolados da
segunda espécie foi numericamente superior aos da primeira. Os conidios de C. plurivorum
tiveram como medida média 16,84 x 6,56 um (comprimento x largura) e os de C. truncatum
23,02 x 3,95 pum. E necessario intensificar o monitoramento e identificagio das espécies
que estdo causando antracnose nos diferentes campos de producdo de soja, a fim de
escolher as melhores formas de manejo dessa emergente doenca.

Palavras-chave: Colletotrichum cliviae; Colletotrichum musicola; Colletotrichum sojae;
Glycine max

ABSTRACT

Anthracnose is one of the diseases that causes significant losses in the soybean
crop. It is mainly associated with Colletotrichum truncatum, but in recent years new species
of the genus Colletotrichum have been reported as causal agents of soybean anthracnose.
Studying the characteristics of the causal agents is important to manage the disease. This
study aimed to perform the cultural, morphological and phylogenetic characterization of
Colletotrichum strains with cylindrical conidia, causing soybean anthracnose in Brazil,
comparing them to C. truncatum strains. Phylogenetic analysis of 19 Brazilian
Colletotrichum strains by Bayesian Inference was performed with the combination of the
ACT, TUB2, GAPDH, HIS3 and ITS genes. The cultural characterization was performed



20

in three culture media (synthetic BDA, semi-synthetic BDA and SNA) at 25° C, with seven
C. plurivorum isolates and two of C. truncatum, through mycelial growth rate (mm day?)
and sporulation (spores mm?2). One strains of each species, C. truncatum and C.
plurivorum, were submitted to the microculture technique and their morphology
characteristics were recorded. Besides, the conidia dimensions of six C. plurivorum and
two C. truncatum strains were measured. The strains previously identified as C. cliviae
were reclassified as C. plurivorum, along with nine new strains that were grouped in the
same subclade. One strainse collected in the state of Mato Grosso was classified as C.
musicola, being the first report of this species on symptomatic soybean. C. plurivorum
strains produced cylindrical conidia on the three tested culture media and had a higher
mycelial growth rate than C. truncatum, which produced falcate conidia. Sporulation of C.
truncatum was higher than C. plurivorum on culture media. The conidia of C. plurivorum
were 16.84 x 6.56 um (length x width) and C. truncatum 23.02 x 3.95 pm. It is necessary
to intensify the monitoring and identification of species that are causing anthracnose in
different soybean production fields in order to choose the best strategy to manage this
emergent disease.

Keywords: Colletotrichum cliviae; Colletotrichum musicola; Colletotrichum sojae;
Glycine max

2.1. Introducéo

A cultura da soja (Glycine max (Linnaeus) Merrill) apresenta grande importancia no
mercado alimentar mundial e, principalmente, para a economia do Brasil, segundo maior
produtor do grdo (Food and Agricultural Organization of the United Nations - FAOSTAT,
2017). Reducdes na produtividade ocorrem devido principalmente as doencas, as quais podem
ser responsaveis por perdas de até 100% da producdo (GODOY et al., 2016). Dentre elas, a
antracnose tem causado perdas significativas quando as condic¢des climaticas sdo favoraveis ao
seu desenvolvimento (EMBRAPA SOJA, 2013).

A antracnose pode afetar a cultura da soja em qualquer estadio de desenvolvimento.
Além de morte das plantulas, causa lesbes escuras irregulares, formando depressdes nas
nervuras das folhas (face abaxial), hastes e vagens. As vagens infectadas no estadio inicial de
formacdo adquirem coloragdo castanho-escuro a negras e ficam retorcidas. Na fase de granagéo,
as lesdes evoluem de estrias para manchas negras que podem atingir toda a vagem
(HARTMAN; SINCLAIR; RUPE, 1999), causando redugdo do numero e, consequentemente,
retencéo foliar e haste verde (GODOQY et al., 2016).

A primeira ocorréncia da antracnose foi em 1917 na China (TIFFANY, 1951) e, desde
entdo, tem sido relatada nas regides de cultivo da soja associada principalmente a espécie
Colletotrichum truncatum (DAMM et al., 2009), anteriormente denominado C. dematium var.

truncatum (SINCLAIR, 1982). Outras espécies de Colletotrichum ja foram descritas como
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agente causal da doenca, dentre elas Glomerella glycines (LEHMAN; WOLF, 1926), C.
graminicola (MORDUE, 1967), C. coccodes (RICCIONI; CONCA; HARTMAN, 1998), C.
gloeosporioides (teleomorfo Glomerella cingulata) (CHEN et al., 2006; MAHMODI et al.,
2013), C. chlorophyti (YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012), C. incanum (YANG,;
HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2014), C. destructivum (DAMM et al., 2014) e,
recentemente, C. cliviae (BARBIERI et al., 2017). O género Colletotrichum é considerado pela
comunidade internacional de fitopatologistas um dos dez fungos fitopatogénicos de maior
importancia, devido a sua onipresenca e seu potencial de destruicdo (DEAN et al., 2012).

C. cliviae foi descrito pela primeira vez por Yang et al. (2009) como causador de
antracnose em clivia (Clivia miniata) e em orquideas (Arundina graminifolia e Cymbidium
hookerianum) na China (YANG et al., 2011). Seu espectro de hospedeiros foi recentemente
estendido, incluindo Cattleya sp., Calamus thwaitesii, Phaseolus sp., Saccharum sp.
(SHARMA,; PINNAKA; SHENOQOY, 2013), Cymbidium pendulum (CHOWDAPPA et al.,
2014), Mangifera indica (manga) (VIEIRA et al., 2014), Camellia sinensis (LIU et al., 2015),
Capsicum spp. (pimenta) (DIAO et al., 2017; SAINI; GUPTA; ANANDALAKSHMI, 2017),
Zamioculcas zamiifolia (ZHOU; LI, 2017), Phaseolus lunatus L. (feijdo-fava) (SOUSA et al.,
2018), Myrianthus arboreus e Citrus limon (lim&o-siciliano) (DOUANLA-MELI; UNGER,;
LANGER, 2018). Damm et. al. (2019) reclassificaram os isolados ja descritos da espécie C.
cliviae em duas novas especies, C. cliviicola e C. plurivorum. Em C. cliviicola, ndo foram
observadas estruturas de reproducdo sexuada e os isolados agrupados nessa espécie s6 foram
identificados na cultura clivia. Os demais isolados foram agrupados em clados de C.
plurivorum, nos quais foram observadas estruturas de reproducdo sexuada e assexuada,
causando doencas em diversas culturas.

A forma assexuada do que hoje é considerado C. cliviicola foi observada por Yang et
al. (2009) no hospedeiro Clivia miniata. Enquanto que a forma assexuada do que hoje se
conhece como C. plurivorum foi descrita por Saini et. al. (2017) de isolados de frutos de
pimenta (Capsicum sp.) e, tambem, por Barbieri et al. (2017) em isolados de soja. Liu et al.
(2015) relataram a ocorréncia da forma sexuada da espécie C. cliviae em folhas destacadas de
Camellia sinensis. Na haste de Anthriscus foram observados ascos globosos de coloragdo
marrom a preta, cobertos por micelio aéreo escasso e branco, com parede externa composta por
células angulosas achatadas. AscOsporos com arranjos uni ou bisseriados, hialinos, asseptados,
de paredes lisas, com forma alantoide, elipsoidal ou ovoide com extremidades arredondadas,
medindo 11-16.5 x 4-6.5 um (comprimento x largura). Este isolado foi reclassificado por

Damm et. al. (2019) como C. plurivorum.
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Este estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo cultural, morfologica e
filogenética de isolados de Colletotrichum com conidios cilindricos, causadores de antracnose

da soja no Brasil, comparando-os a isolados de C. truncatum.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados de Colletotrichum spp. utilizados neste trabalho, listados na Tabela 1,
provém de isolados monosparicos preservados em fragmentos de papel filtro, armazenados em
ultrafreezer a -80°C, do laboratoério de Fungos Fitopatogénicos da ESALQ-USP.

Em funcdo da nova classificagdo proposta para isolados anteriormente identificados
como C. cliviae (BARBIERI et al., 2017) e reclassificados como C. plurivorum (DAMM et al.,
2019), foram analisados filogeneticamente os isolados de C. cliviae LFN0O007, LFNO0QO0S,
LFNO0010, LFN0016, LFN0018, LFN0019, LFN0023 e LFN0025 além do isolado LFN0O0Q9,
classificado inicialmente como Glomerella glycines (BARBIERI; CIAMPI-GUILLARDI,
MASSOLA, 2015). Foram também utilizados neste estudo os isolados CMES1059 e
CMES1076 de C. truncatum, previamente caracterizados por Rogério et al. (2017).

Além disso, novos isolados de Colletotrichum exibindo conidios cilindricos
(LFNO039, LFNO0045, LFNO0051, LFNO0053, LFNO0074, LFN0088, LFN0104, LFNO0116,
LFNO0145 e LFNO0146), coletados de plantas sintomaticas de soja nos estados brasileiros de
Mato Grosso e Goids, nos anos de 2016 e 2017, foram caracterizados molecularmente neste
trabalho.
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Tabela 1. Relagdo dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados para a anélise filogenética,
caracterizacao cultural e morfologica.

(continua)

Espécie

Cédigo

Hospedeiro

Origem

Acesso GenBank

ITS GAPDH HIS3 TUB2 ACT
C. brevisporum CBS512.75 Carica papaya Austrdlia  MG600761 MG600821 MG600907 MG601028 MG600965
CBS129957  Anthuriumsp.  Tailandia MG600762 MG600822 MG600908 MG601029 MG600966
BCC38876* Neoregalia sp. Tailandia JN050238  JN050227 - JN050244  JN050216
C. cacao CBS119297* Thigﬁ;‘;ma CostaRica MG600772 MG600832 MG600916 MG601039 MG600976
C. cattleyicola CBS170.49* Cattleya sp. Bélgica MG600758 MG600819 MG600905 MG601025 MG600963
C. cliviicola CBS 125375*  Clivia miniata China  MG600733 MG600795 MG600892 MG601000 MG600939
CSSS2 Clivia miniata China  GU109480 GU085868 - GUO085870 GU085862
CBS 133705 Cliviasp.  Africado Sul MG600732 MG600794 MG600891 MG600999 MGE00938
C. coelogynes CBS 132504*  Coelogyne sp. Alemanha  MG600713 MG600776 MG600882 MG600980 MG600920
C. dracaenophilum  CBS 118200 Sg;%‘;?:?\i China  MG600710 MG600773 MG600879 MG600977 MGB00917
CBS 118199* ;;%%ig?\i China IX519222  JX546707 JX546756 JX519247  JX519238
C. gloeosporioides CBS 112999*  Citrus sinensis Italia JQ005152 JQO005239 JQO005413 JQO05587  JQO05500
Piper Trinidade
*
C. lobatum IM1 79736 catalpacfolium ¢ Tobago MGB00768 MG600828 MG600912 MGE01035 MG600972
C. magnum CBS519.97*  Citrullus lanatus EUA MG600769 MG600829 MG600913 MG601036 MG600973
C.merremiae  CBS 124955* l':";ggﬂg;g Panamé  MG600765 MG600825 MG600910 MG601032 MG600969
C. musicola CBS 132885* Musa sp. México  MG600736 MG600798 MG600895 MG601003 MGE00942
CBS 127557 Musa sp. México  MG600737 MG600799 MG600896 MG601004 MG600943
LFN0074 Glycinemax  Brasil/MT ; MK142674 MK163893 MK142675 ;
C.orchidearum  CBS 135131* De'r‘]‘(’)rb‘;f’e'“m Holanda ~ MG600738 MG600800 MG600897 MG601005 MG6E00944
CGMCC Monstera .
314980 il China  KX853166 KX893585 - KX893581 KX893577
MAFF 240504  Vanda sp. Japio  MG600748 MG600809 - MG601015 MG600953
CBS 136877 Derr‘]‘f)’g?lbe'”m Holanda  MG600739 MG600801 MG600898 MG601006 MG600945
C.panamense  CBS 125386* 3”522?{212 Panamé  MG600766 MG600826 MG600911 MG601033 MGE00970
C. piperis Ic'\glc7211319975’* Piper nigrum Malasia ~ MG600760 MG600820 MG600906 MG601027 MG600964
C.plurivorum  MAFF243073 Amorﬁg?epr?a"us Japdo MG600730 MG600793 - MG600997 MG600936
MAFF238875  Glycine max Japio  MGB00725 MG600788 - MG600992 ;
CBS125473 Coffea sp. Viethan ~ MG600717 MG600780 MG600886 MG600924 MG600984
CBS132443  Gossypium sp. Brasil  MG600719 MG600782 MG600888 MG600986 MGE00926
CBS132444  Gossypium sp. Brasil  MG600720 MG600783 MG600889 MG600987 MG600927
CBS903.69 P:‘uansaetou'g‘s Benin  MG600721 MG600784 MG600890 MG600988 MG600928
CBS125474* Coffea sp. Vietham  MG600718 MG600781 MG600887 MG600985 MG600925
LJTJI30* Caanpnslﬁ‘:nm China KP748221 KP823800 - KP823853 KP823741
CMM3742  Mangiferaindica  Brasil KC702980 KC702941 - KC992327 KC702908
UTFC261 P\t‘u"’}zzor'i‘;s Iran MG600722 MG600785 - MG600989 MG600929
LFN0007 Glycinemax  Brasil/MT MK142672 MK139900 KT696310 MK139911 KT696274
LFN0008 Glycinemax  Brasil/MT  KT696336 KT696289 KT696311 KT696282 KT696275
LFN0010 Glycinemax  Brasil/MT  KT696337 KT696290 KT696312 KT696283 KT696276
LFN0016 Glycinemax  Brasil/MT MK142673 MK139901 KT696313 KT696284 KT696277
LFN0018 Glycinemax  Brasil/MT  KT696338 KT696291 KT696314 KT696285 KT696278
LFN0019 Glycinemax  Brasil/MT  KT696339 KT696292 KT696315 KT696286 KT696279
LFN0023 Glycinemax  Brasil/MT  KT696340 KT696293 KT696316 MK139912 ;
LFN0025 Glycinemax  Brasil/MT  KT696341 KT696294 KT696317 KT696287 KT696280
LFN0039 Glycinemax  Brasil/MT - MK139902 MK139922 MK139913 ;
LFNO0045 Glycine max Brasil/MT - MK139903 MK139923 MK139914 -
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Tabela 1. Relagdo dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados para a andlise filogenética,

caracterizacdo cultural e morfologica.

(concluséo)

Acesso GenBank

Espécie Cadigo Hospedeiro Origem TS GAPDH H1S3 TUB2 ACT
C. plurivorum LFNO051 Glycine max Brasil/MT - MK139904 MK139924 MK139915 -
LFNO0053 Glycine max Brasil/MT - MK139905 MK139925 MK139916 -
LFNO0088 Glycine max Brasil/MT - MK139906 MK139926 MK139917 -
LFNO0104 Glycine max Brasil/MT - MK139907 MK139927 MK139918 -
LFNO0116 Glycine max Brasil/MT - MK139908 MK139928 MK139919 -
LFNO0145 Glycine max Brasil/GO - MK139909 MK139929 MK139920 -
LFNO0146 Glycine max Brasil/GO - MK139910 MK139930 MK139921 -
C. sojae CBS 128510 Medicago sativa EUA MG600751 MG600812 MG600901 MG601018 MG600956
CBS 134.87 Glycine max Italia MG600752 MG600813 MG600902 MG601019 MG600957
CBS 181.81 Glycine max Sérvia MG600753 MG600814 MG600903 MG601020 MG600958
CBS 182.81 Glycine max Sérvia MG600754 MG600815 MG600904 MG601021 MG600959
ATCC 62257* Glycine max EUA MG600749 MG600810 MG600899 MG601016 MG600954
ATCC 11871 Medicago sativa EUA MG600750 MG600811 MG600900 MG601017 MG600955
IL18A Glycine max EUA KC110792 KC110810 KC110801 KC110819 KC110828
IL26A Glycine max EUA KC110793 KC110811 KC110802 KC110820 KC110829
UTFC 301 P\?jzz(ilizs Iran MG600756 MG600817 - MG601023 MG600961
LFN0009 Glycine max Brasil/MT  KT696354 KT696295 KT696318 KT696288 KT696281
C. tropicicola 1 cCBPsclgggg, Ciitrus sp. México  MG600715 MG600778 MG600884 MG600982 MG600922
C. truncatum CMES1059 Glycine max Brasil/PR KJ614328 KJ614374 KJ614281 - -
CMES1076 Glycine max Brasil/PR KJ614316 KJ614359 KJ614267 - -
C. vittalense cBs1g1gx  |neobroma india ~ MG600734 MG600796 MGG600893 MG601001 MG600940

cacao

* Culturas ex-holotipo ou ex-epitipo.

** |solados que iniciam com a sigla LFN e CMES utilizados nesse estudo estdo armazenados no Departamento de
Fitopatologia e Nematologia, Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP).

*** Datas de coleta dos isolados: CMES1059 e CMES 1076 - 2004; LFN0025 - 2009; LFN0008 - 2012; LFN0007,
LFNO0009, LFN0010, LFN0016 e LFN0018 - 2013; LFN0O019 e LFN0023 - 2014; LFN0039, LFN0045, LFN0051,
LFNO0053 e LFN0104 - 2016; LFN0O074, LFNO088, LFN0116, LFN0145 e LFN0146 - 2017.

**** |solados em negrito sdo 0os mesmos que foram utilizados por Damm et al. (2019).

2.2.2. Caracterizacao molecular ou filogenética

Para a caracterizacdo molecular ou filogenética, foram incluidos os isolados LFN00Q7,
LFNO008, LFN0009, LFN0010, LFNO0016, LFNO018, LFNO0019, LFN0023 e LFNO0025,
coletados em 2014, e os novos isolados LFN0039, LFN0045, LFN0051, LFNO053, LFN0074,
LFN0088, LFN0104, LFN0116, LFN0145 e LFNO0146, obtidos entre 2016 e 2017.

Foi realizada a extracdo de DNA gendmico de col6nias fungicas cultivadas por 10 dias
em meio BDA, a 25°C, com fotoperiodo, seguindo as etapas indicadas no Kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega). Foram realizadas reaces de PCR para a amplificacdo e
posterior sequenciamento em ambas as dire¢des do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), e uma sequéncia parcial dos genes histona3 (HIS3) e beta-tubulina (TUB2) para
todos os isolados listados acima, utilizando os pares de primers GDF1 + GDR1 (GUERBER et
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al., 2003), CYLH3F + CYLH3R (CROUS et al., 2004) e Bt2a + Bt2b (GLASS; DONALDSON,
1995). As sequéncias foram editadas e alinhadas com o software Sequencher v.4.7.

As filogenias foram reconstruidas com base nos dados de cada regido génica
amplificada e nas sequéncias concatenadas dos genes sequenciados. Para concatenar multiplos
alinhamentos, foi utilizado o programa Mesquite (MADDISON; MADDISON, 2018). O
modelo de substituicdo de nucleotideos utilizado foi estimado com o programa MrModeltest
(NYLANDER, 2004), usando AIC (critério de informacdo akaike) para cada loco.

Para reconstrucéo filogenética baseada no alinhamento de multiplos locos, foi utilizado
o metodo de inferéncia bayesiana. A analise particionada foi executada duas vezes no programa
MrBayers v 3.2.6 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), usando o algoritmo MCMC
(Markov Chain Monte Carlo) para gerar arvores filogenéticas com probabilidade a posteriori.
Quatro cadeias MCMC foram executadas simultaneamente com 1.107 geragGes. As arvores
foram amostradas ao acaso a cada 1000 geracOes e 25% das arvores iniciais foram descartadas.
As éarvores foram editadas pelo programa FigTree v1.4.2 (RAMBAUT, 2018). As analises
foram realizadas com a combinagdo dos genes ACT, TUB2, GAPDH, HIS3 e ITS. Foram
incluidas sequéncias de outras espécies de Colletotrichum na analise filogenética, cujos codigos

de acesso no NCBI/Genbank encontram-se listados na Tabela 1.

2.2.3. Caracterizacao cultural

Para a caracterizacdo cultural, foram utilizados sete isolados de C. plurivorum
(LFNO007, LFN0010, LFN0016, LFN0018, LFN0019, LFN0023 e LFN0025) e dois isolados
de C. truncatum (CMES1059 e CMES1076). Os isolados foram cultivados em meio BDA
modificado para esporulacdo (BDAes) (200g de batata, 10 g de dextrose, 16 g de agar
bacterioldgico e 1 g de cloreto de sodio L™ de meio), incubados por 7 dias em BOD a 25°C e
com fotoperiodo. Em seguida, discos de micélio de 6 mm de diametro foram transferidos para
o0 centro de placas de Petri (90 mm de didametro) contendo os meios BDA sintéetico (BDAsin)
da marca Merck, BDAes e SNA (meio sintético com agar pobre em nutriente: 1g de KH2PO4,
19 de KNOs, 0,59 MGS04-7H,0, 0,59 KCI, 0,2g glicose, 0,2g sacarose e 20g de agar L™ de
meio).

As placas foram incubadas em BOD, com fotoperiodo, a 25°C durante 15 dias. Foram
feitas medicdes diarias do diametro das colbnias durante seis dias (quando pelo menos uma das
coldnias alcangou os bordos da placa). As médias dos diametros foram aplicadas no célculo da
taxa de crescimento micelial diario TCMD (mm dia?), descrita por Oliveira (1991):
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TCMD=} (D-Da)/N, onde D=didmetro médio atual da col6nia, Da=didmetro médio da colénia
no dia anterior e N=numero de dias.

A quantidade de esporos produzidos por milimetro quadrado de colbnia foi
determinada 15 dias ap6s o inicio do cultivo, quando os diametros ortogonais das coldnias
foram medidos novamente. As col6nias foram acrescidas de 5 mL de agua destilada esterilizada
(ADE), raspadas gentilmente com o auxilio de um bisturi flambado e as suspensoes filtradas
em gaze estéril. Os conidios foram quantificados em cdmara de Neubauer (conidios mL™). O
nimero total de conidios produzidos foi dividido pela rea (mm?) da col6nia.

Para os dados de crescimento micelial e esporulagdo, o delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente aleatorizado, com trés repeticdes por tratamento, em esquema
fatorial de dois fatores (9 isolados x 3 meios de cultura). Os valores foram submetidos a analise

de variancia pelo teste de F e as méedias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

2.2.4. Caracterizacdo morfologica

Isolados de C. plurivorum (LFNO019) e C. truncatum (CMES1059) foram
caracterizados morfologicamente utilizando a técnica de microcultura conforme Cai et al.
(2009). Conidios, apressorios e setas foram observados e fotografados em microscopio de luz
Axioskop 2 (Zeiss) equipado com contraste interferencial diferencial (DIC). Acérvulos em
sementes inoculadas pelo método de restricdo hidrica (COSTA et al., 2003) foram observados
e fotografados em estereomicroscépio KH87000 (Hirox).

As dimensdes médias de 30 conidios de nove isolados Colletotrichum spp. (LFN0007,
LFN0010, LFN0016, LFNO018, LFN0019, LFN0023, LFN0025, CMES1059 e CMES1076)
foram avaliadas apos 30 dias de crescimento em meio BDAes, a 25°C e fotoperiodo. A
suspensdo de conidios foi preparada conforme descrito em 2.2.2. Laminas semipermanentes
dessas suspensdes foram confeccionadas e avaliadas em microscopio tipo Axioskop 2 (Zeiss).
As imagens foram analisadas no programa Vision Rel 4.9. Os valores foram submetidos a

andlise de variancia pelo teste de F e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).
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2.3. Resultados
2.3.1. Caracterizacdo molecular ou filogenética

A andlise filogenética foi realizada com sequéncias de 19 isolados brasileiros de
Colletotrichum (sigla iniciando com LFN), todos com conidios cilindricos, dentre esses 0s
caracterizados como C. cliviae por Barbieri et al. (2017), 18 sequéncias tipos e 25
representantes das principais espécies dos complexos C. dracaenophilum, C. magnum e C.
orchidearum (DAMM et al., 2019), além do outgroup (C. gloeosporioides CBS112999), as
quais foram obtidas no GenBank, totalizando 63 sequéncias (Tabela 1). Os limites dos genes
foram: ACT 1-277, TUB2 278-737, GAPDH 738-1097, HIS3 1098-1518, ITS 1519-2075,
totalizando 2075 caracteres. Para a inferéncia Bayesiana, os modelos de evolugédo baseados no
critério de AIC foram (HKY+I) para ACT, (HKY+G) para TUB2, (GTR+G) para GAPDH,
(HKY+G) para HIS3 e (GTR+I+G) para ITS, os quais foram incluidos na analise particionada.

A andlise resultou na deteccdo de trés clados principais, que compreendem o0s
complexos C. dracaenophilum, C. magnum e C. orchidearum (DAMM et al., 2019), e 17
subclados que representam diferentes espécies de Colletotrichum. No clado do complexo C.
orchidearum, os isolados anteriormente classificados como C. cliviae (LFN0007, LFNO0008,
LFNO0010, LFNOO16, LFNO0018, LFNO0019, LFN0023 e LFNO0025) e nove dos isolados
coletados em 2016 e 2017 (LFN0039, LFN0045, LFN0051, LFN0053, LFN0088, LFN0104,
LFNO0116, LFNO145 e LFNO0146) agruparam-se com 99% de probabilidade no subclado dos
isolados de C. plurivorum. O isolado LFNOO0OQ9, primeiramente caracterizado como G. glycines,
foi reclassificado como C. sojae, ao se agrupar com 100% de probabilidade aos demais isolados
da referida espécie. Um dos isolados da coleta de 2017 (LFN0074) se agrupou com 99% de
probabilidade no subclado de C. musicola (Figura 1).
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Figura 1. Arvore filogenética de 19 isolados de Colletotrichum spp., construida por Inferéncia
Bayesiana de forma concatenada dos genes GAPDH, HIS3, ITS, B-tubulina e actina, incluindo
sequéncias de isolados tipos (seguidos por asterisco) e de outras espécies do complexo Colletotrichum
dracaenophilum, C. magnum e C. orchidearum. Valores de probabilidade a posteriori estdo

representados nos nos.



29

2.3.1. Caracterizacao cultural

Analisando-se as médias gerais de cada fator, as taxas micelial de crescimento diario
dos isolados de C. truncatum sdo menores do que as taxas dos isolados de C. plurivorum. Para
os isolados de C. plurivorum, as médias variaram entre 10,23 e 11,25 mm dia, ja para os
isolados de C. truncatum as médias foram de 4,89 e 5,35 mm dia' para CMES1059 e
CMES1076, respectivamente. Dentre os meios de cultura testados, o maior crescimento
micelial, na média geral, foi observado no BDA sintético, sequido do BDA esporulacao e por
ultimo o meio SNA (Tabela 2, Figura 2).

Considerando as médias gerais de cada fator, as maiores esporulaces foram exibidas
pelos isolados de C. truncatum: 5691,64 e 17122,51 esporos mm=2 para CMES1059 e
CMES1076, respectivamente. A esporulacdo dos isolados de C. plurivorum néo diferiu entre
si, com as médias variando entre 14,32 e 1100,71 esporos mm2. Analisando-se as médias do
fator meio de cultura, a esporulagédo no meio SNA foi menor do que no meio BDAsin, enquanto
que 0 meio BDAes ndo diferiu dos demais (Tabela 3).

Tabela 2. Médias da taxa de crescimento micelial diario (TCMD — mm diat) de isolados de
Colletotrichum spp. obtidas no experimento de caracterizagéo cultural (CV=4,2%).

Isolado BDAes BDAsIn SNA Média
LFNOOO07 11,97 aA 12,22 aA 9,57 aB 11,25 a
LFN0010 10,80 bcB 12,18 aA 9,92 aC 10,97 a
LFN0016 9,97 cB 11,40 aA 9,35 abB 10,24 ¢
LFN0018 9,90 cB 12,00 aA 9,07 abC 10,32 bc
LFNO019 11,37 abA 11,78 aA 9,02 abB 10,72 abc
LFNO0023 12,03 aA 12,12 aA 8,50 bB 10,88 ab
LFN0025 10,27 cB 11,53 aA 8,90 abC 10,23 ¢

CMES1059 5,60 dA 6,07 bA 3,00dB 489d
CMES1076 5,35 dAB 4,77 cB 5,93 cA 535d
Média 9,69 B 10,45 A 8,14 C 9,43

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na mesma coluna e maitscula na mesma linha, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey, com 5% de significancia.
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LFN0O16 LFN0018 LFN0019 LFN0023 LFN0025 CMES1076 CMES1059

N

Figura 2. Influéncia de trés meios de cultura no crescimento micelial de diferentes isolados de
Colletotrichum spp. (25°C). Meios de cultura BDA modificado para esporulagcdo (BDAes); BDA
sintético (BDAsin) e SNA. C. truncatum (CMES1076; CMES1059); C. plurivorum (LFNOO0O7;
LFNO0010; LFN0016; LFN0018; LFN0023 e LFN0025).

Tabela 3. Médias da esporulagdo (esporos mm2) de Colletotrichum spp. obtidas no experimento de
caracterizacéo cultural (CV=66,51%).

Isolado BDAes BDAsin SNA Média
LFNO0007 71,96 bA 6,61 cA 40,02 bA 39,53 ¢
LFNO010 45,52 bA 4,41 cA 192,01 bA 80,65 ¢
LFN0016 302,52 bA 43,32 bcA 347,68 bA 231,17 ¢
LFN0018 44,42 bA 1854,12 bcA 192,67 bA 697,07 ¢
LFN0019 69,76 bB 2863,68 bA 368,68 bAB 1100,71 ¢
LFN0023 35,61 bA 1,84 cA 5,51 bA 14,32 ¢
LFNO0025 12,48 bA 2,20 cA 79,67 bA 3145¢c

CMES1059 8710,29 aA 2973,82 bcB 5390,81 aAB 5691,64 b
CMES1076 13634,18 aB 36197,57 aA 1535,78 abC 1712251 a
Média 2547,42 AB 4883,06 A 905,87 B 2778,78
*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na mesma coluna e maidscula na mesma linha, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey, com 5% de significancia.

2.3.2. Caracterizacdo morfologica

A caracterizagdo morfoldgica de isolados representativos dos subclados das espécies
C. truncatum (CMES1059) e C. plurivorum (LFN0019) foi realizada com 0 uso da técnica de
microcultura (CAl et al., 2009).

Os conidios do isolado CMES1059 séo falcados, hialinos e unicelulares (22,56 x 4,23
pm), produzidos em acérvulos de coloracdo preta ou a partir de células conidiogénicas. Os
acérvulos possuem setas com tamanho médio de 143 x 7 um (comprimento x largura da base).

Os apressorios séo isolados ou em cadeias, com formato predominante obovoide, truncado ou
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ovoide, de bordas lisas ou onduladas e coloragdo marrom escuro, com tamanho médio de 13 x
7 pum (comprimento x largura) (Figura 3).

O isolado LFN0019 de C. plurivorum possui conidios cilindricos, hialinos e
unicelulares. Produz conidios em células conidiogénicas e também em acérvulos subepidermais
(observados em sementes de soja inoculadas com o fungo) (Figura 4). Os acérvulos possuem
setas de coloragdo preta com tamanho médio de 62 x 5 um, com base elipsoidal. Os apressorios
sdo individuais e possuem formato predominante obovoide, com bordas lisas ou onduladas,
sendo encontrados também em formato ovoide ou truncado, de coloragdo marrom médio
(Figuras 3 e 4).

Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de Colletotrichum truncatum (isolado CMES1059) cultivado em
meio BDA semissintético ou sobre semente de soja inoculada. (A) acérvulo em semente inoculada; (B)
acérvulo, setas e conidios; (C) conidio em conidioforo; (D) conidios; (E) apressorios. Escalas (A-E) 10

um.
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum plurivorum (isolado LFN0019) cultivado em
meio BDA semissintético ou sobre semente de soja inoculada. (A) acérvulo subepidermal em semente
inoculada; (B) setas e conidios; (C) conidio em conidi6foro; (D) conidios; (E) apressorios. Escalas (A-
E) 10 um.

No ensaio conduzido para a medicao dos conidios, o isolado LFN0023 n&o apresentou
a formagdo de conidios em meio BDAes, a 25°C e fotoperiodo, somente foram observados
ascosporos na suspensdo de esporos. Os ascosporos tinham em média 16,42 x 5,38 um
(comprimento x largura). Essas medidas ndo foram utilizadas na estatistica comparativa das
dimensdes de conidios dos demais isolados.

Os conidios de C. plurivorum variam em comprimento e largura conforme o isolado
analisado, tendo em média 16,84 x 6,56 um (comprimento X largura), enquanto que os conidios
dos isolados de C. truncatum tém em média 23,02 x 3,95 um (Tabela 4). Em comprimento, 0s
conidios dos isolados de C. truncatum sdo maiores do que os de C. plurivorum, caracteristica
ja esperada devido a diferenca na morfologia, enquanto que em largura os conidios do primeiro

s&o menores do que os do segundo.
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Tabela 4. DimensGes de conidios de isolados de Colletotrichum plurivorum e C. truncatum obtidos de
plantas sintomaticas de soja.

Isolado Comprimento (um) Largura (um)
LFNO007 20,63 b 7,83a
LFNO0010 18,51 ¢ 7,42 a
LFNO016 17,17 ¢ 6,42 b
LFNO0018 12,89 d 5,66 ¢C
LFNO0019 13,39d 5,83 bc
LFNO0025 18,42 ¢ 6,17 bc

CMES1059 22,56 a 4,23d

CMES1076 23,49 a 3,68d
Média 18,38 5,91
CV (%) 11,8 13,66

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia.

2.4. Discussao

Além das espécies ja conhecidas por anos como causadoras da antracnose da soja, por
exemplo, C. truncatum (C. dematium var. truncatum) (DAMM et al., 2009; SINCLAIR, 1982),
G. glycines (LEHMAN; WOLF, 1926) e C. graminicola (MORDUE, 1967), diversos trabalhos
vém relatando a ocorréncia de novas espécies de Colletotrichum associadas a doenca: C.
coccodes (RICCIONI; CONCA; HARTMAN, 1998), C. gloeosporioides (teleomorfo
Glomerella cingulata) (CHEN et al., 2006; MAHMODI et al., 2013), C. chlorophyti (YANG;
HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012), C. incanum (YANG; HAUDENSHIELD;
HARTMAN, 2014) e C. cliviae (BARBIERI et al., 2017). No trabalho recente de Damm et al.
(2019), a espécie C. cliviae foi reclassificada em duas espécies C. cliviicola e C. plurivorum. A
espécie C. plurivorum pode ser identificada por sequéncias dos genes GAPDH, HIS3 e TUB2
com poucos nucleotideos de diferenca em cada gene em relacdo ao C. cliviicola.

Com a nova classificagdo, os primeiros isolados de C. cliviae relatados como
causadores da antracnose na cultura da soja no Brasil (BARBIERI et al., 2017), coletados no
estado de Mato Grosso, foram renomeados como C. plurivorum. Além disso, no presente
trabalho, outros isolados coletados nos anos de 2016 e 2017 nos estados de Goiés e Mato Grosso
foram agrupados com os isolados de C. plurivorum, mostrando que a especie permanece
presente em diferentes campos produtores da cultura no pais. Um isolado de C. cliviae,
provavelmente C. plurivorum na atual classificacdo, foi reportado também no estado do
Tocantins na cultura da soja (DIAS et al., 2018). Além desses, ja foram descritos isolados de

C. cliviae em outros estados do pais, como Pernambuco, de forma endofitica em Mangifera
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indica (VIEIRA etal., 2014), aléem de Piaui e Alagoas, na cultura Phaseolus lunatus L. (SOUSA
etal., 2018).

Outro isolado de soja (LFNO0009), anteriormente denominado G. glycines, foi
renomeado como C. sojae no trabalho de Damm et al. (2019), resultado que se confirmou na
filogenia do presente trabalho. G. glycines era associado a forma assexuada de C. destructivum,
porém no estudo em referéncia, alguns isolados anteriormente nomeados como G. glycines
(ATCC 62257 de G. max and ATCC 11871 de Medicago) (MANANDHAR; HARTMAN;
SINCLAIR, 1986) ndo eram intimamente relacionados a C. destructivum (DAMM et al., 2014).
Esses isolados, que formam tanto esporos assexuados quanto sexuados, mas que diferem de C.
destructivum e das demais espécies ja classificadas, foram descritos como a nova espécie C.
sojae. Essa nova espécie ocorre principalmente em hospedeiros da familia Fabaceae (Glycine,
Medicago, Phaseolus, Vigna), mas também em Amaranthaceae, Asteraceae, Solanaceae e
Orchidaceae (DAMM et al., 2019).

Até entdo, ndo havia sido relatada a ocorréncia da espécie C. musicola na soja. Essa
espécie pertence, assim como as demais aqui citadas (C. plurivorum e C. sojae), ao complexo
de espécies C. orchidearum, tendo sido relatada na cultura Musa sp. (DAMM et al., 2019).
Desta forma, o isolado LFN0O74, caracterizado molecularmente neste trabalho, representa o
primeiro relato do isolamento de C. musicola de plantas sintomaticas de soja. Para que seja
considerado um agente causal da antracnose na soja, mais estudos precisam ser desenvolvidos
com o isolado, como a comprovacao de patogenicidade na cultura.

As espécies caracterizadas cultural e morfologicamente nesse estudo, C. truncatum e
C. plurivorum, diferem significativamente em crescimento micelial nos trés meios de cultura
(BDAes, BDAsin e SNA) e também no formato e tamanho dos conidios. O crescimento micelial
dos isolados de C. truncatum, a 25°C no meio BDAsin, é de 4,8 a 6,07 mm dia™, valores
inferiores ao encontrado no trabalho de Rogério et al. (2017), que apresentaram crescimento de
7,4 a 8,9 mm dial, no qual foram avaliados, dentre outros, os mesmos isolados desse trabalho.
A taxa de crescimento micelial de C. truncatum é menor do que a da espécie C. plurivorum, a
qual teve 11,89 mm dia* como taxa de crescimento micelial médio a 25°C no meio BDAsin.
No trabalho de Saini et. al. (2017), a taxa de crescimento micelial de C. plurivorum de isolados
obtidos em frutos de pimenta (Capsicum sp.) a 28°C, ciclos de 16/8h de claro/escuro, foi de 15
mm dia!, maior do que no presente trabalho. A diferenca na taxa de crescimento micelial entre
as duas espécies mencionadas também foi observada por Dias et al. (2018), em que a 27°C, no
meio BDAsin, um isolado de C. plurivorum cresceu 13,86 mm dia!, enquanto que dois isolados

de C. truncatum cresceram em média 7,36 mm dia. A avaliacio do crescimento micelial
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continua sendo utilizada em anélises taxondémicas do género Colletotrichum por ser considerada
uma ferramenta Gtil na distingdo de algumas espécies, apesar do crescimento no uso de
caracterizacdes moleculares (CAl et al., 2009; SUTTON, 1992). Ja na avaliacdo da esporulagéo,
os isolados da espécie C. plurivorum esporularam menos do que os de C. truncatum nos trés
meios de cultura avaliados. Novos métodos que estimulem a esporulagdo dos isolados de C.
plurivorum precisam ser estudados, para auxiliar em estudos futuros que envolvam essa especie.

Além da taxa de crescimento micelial diferenciado entre as duas espécies, o formato
dos conidios € uma caracteristica relevante na classificacdo das mesmas. Os conidios dos
isolados de C. truncatum sdo falcados, semelhantes aos das especies C. graminicola
(MORDUE, 1967), C. chlorophyti (YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012) e C.
incanum (YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2014), com tamanho médio de 23,02 x
3,95 um (comprimento x largura). Ja os conidios de C. plurivorum sdo cilindricos (4,9-20,63 x
2,26-7,83 um), assim como os das espécies C. coccodes (RICCIONI; CONCA; HARTMAN,
1998), C. gloeosporioides (CHEN et al., 2006; MAHMODI et al., 2013), C. destructivum
(DAMM et al., 2014), C. musicola e C. sojae (DAMM et al., 2019).

Devido a esse complexo de espécies causando antracnose na cultura da soja, é
necessario reforcar o monitoramento das espécies que estdo associadas a doenca nos diferentes
campos de producéo da cultura. Essa diversidade encontrada pode estar associada a diferencgas
na epidemiologia e no controle da doenga, devido ao variado comportamento cultural,
acarretando possiveis diferencas na sensibilidade a fungicidas, reacdo das cultivares de soja,

entre outras caracteristicas especificas de cada patdgeno.

2.5. Conclusoes

Isolados de Colletotrichum com conidios cilindricos, anteriormente nomeados C.
cliviag, foram reclassificados como C. plurivorum. Nove novos isolados de soja sintomatica
dos estados do Mato Grosso e Goiads foram classificados como C. plurivorum. Um isolado
coletado no estado do Mato Grosso foi classificado como C. musicola, sendo este o primeiro
relato dessa espécie isolada de planta sintomatica de soja.

No teste de caracterizagdo cultural, os isolados de C. plurivorum tiveram taxa de
crescimento micelial maior do que os isolados de C. truncatum nos trés meios de cultura
avaliados (BDA sintético, BDA semissintético e SNA), a 25°C, enquanto que a esporulagéo

dos isolados da segunda espécie foi superior aos da primeira. Na medicdo das dimensdes de
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conidios, os isolados de C. plurivorum tiveram como média 16,84 x 6,56 pm (comprimento x
largura) e os de C. truncatum 23,02 x 3,95 pm.

Referéncias

BARBIERI, M. C. G. et al. First Report of Colletotrichum cliviae Causing Anthracnose on
Soybean in Brazil. Plant Disease, v. 101, n. 9, p. 1677-1677, Sept. 2017.

BARBIERI, M. C. G.; CIAMPI-GUILLARDI, M.; MASSOLA, N. S. Caracterizacgdo
molecular de novas espécies de Colletotrichum associadas a antracnose da soja no
Brasil. S&o Pedro - SP: Anais do 48° Congresso Brasileiro de Fitopatologia, 2015

CAl, L. et al. A polyphasic approach for studying Colletotrichum. Fungal Diversity, v. 39, p.
183-204, 2009.

CHEN, L. S. et al. PCR-based detection and differentiation of anthracnose pathogens,
Colletotrichum gloeosporioides and C. truncatum, from vegetable soybean in Taiwan.
Journal of Phytopathology, v. 154, n. 11-12, p. 654-662, Dec. 2006.

CHOWDAPPA, P. et al. Multilocus gene phylogeny reveals occurrence of Colletotrichum
cymbidiicola and C. cliviae on orchids in north east India. Journal of Plant Pathology,
v. 96, n. 2, p. 327-334, July 2014,

COSTA, M. L. N. et al. Inoculagdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de
feijoeiro através de restricdo hidrica. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 27, n. 5, p. 1023-1030,
Oct. 2003.

CROUS, P. W. et al. Calonectria species and their Cylindrocladium anamorphs: species with
sphaeropedunculate vesicles. Studies in Mycology, v. 50, p. 415-430, 2004.

DAMM, U. et al. Colletotrichum species with curved conidia from herbaceous hosts. 2009.
DAMM, U. et al. The Colletotrichum destructivum species complex — hemibiotrophic
pathogens of forage and field crops. Studies in Mycology, v. 79, p. 49-84, Sept. 2014.
DAMM, U. et al. The Colletotrichum dracaenophilum, C. magnum and C. orchidearum species

complexes. Studies in Mycology, v. 92, p. 1-46, Mar. 20109.

DEAN, R. et al. The Top 10 fungal pathogens in molecular plant pathology. Molecular Plant
Pathology, v. 13, n. 4, p. 414-430, 2012.

DIAO, Y.-Z. et al. Colletotrichum species causing anthracnose disease of chili in China.
Persoonia, v. 38, p. 20-37, June 2017.

DIAS, M. D. et al. Biology, pathogenicity, and haplotype analyses of Colletotrichum cliviae: a
novel soybean anthracnose agent in warm tropical areas. Tropical Plant Pathology, V.
43, n.5, p. 439451, Oct. 2018.



37

DOUANLA-MELI, C.; UNGER, J.-G. G.; LANGER, E. Multi-approach analysis of the
diversity in Colletotrichum cliviae sensu lato. Antonie van Leeuwenhoek, v.111,n.3, p.
423-435, Mar. 2018.

EMBRAPA SOJA. Tecnologias de producdo de soja - Regido Central do Brasil 2014.
Londrina: Embrapa Soja, 2013.

GLASS, N. L.; DONALDSON, G. C. Development of primer sets designed for use with the
PCR to amplify conserved genes from filamentous ascomycetes. Applied and
Environmental Microbiology, v. 61, n. 4, p. 1323-30, Apr. 1995.

GODOQY, C. V.etal. Doencas dasoja. In: AMORIM, L. et al. (Eds.). Manual de Fitopatologia.
5 ed. ed. Ouro Fino - MG: Agrondmica Ceres Ltda, 2016. p. 657-675.

GUERBER, J. C. et al. Characterization of diversity in Colletotrichum acutatum sensu lato by
sequence analysis of two gene introns, mtDNA and intron RFLPs, and mating compatibility.
Mycologia, v. 95, n. 5, p. 872-895, 2003.

HARTMAN, G. L.; SINCLAIR, J. B.; RUPE, J. C. Compendium of soybean diseases. Fourth
edition. ed. St. Paul Minnesota.: APS Press, 1999.

HUELSENBECK, J. P.; RONQUIST, F. MRBAYES: Bayesian inference of
phylogenyBioinformatics, v.17, 2001. Disponivel em: <http://mrbayes.sourceforge.net>.
Acesso em: 03 set. 2018

LEHMAN, S. G.; WOLF, F. A. Soy-bean anthracnose. Journal of Agricultural Research, v.
33, n. 4, p. 381-390, 1926.

LIU, F. et al. Unravelling Colletotrichum species associated with Camellia: employing ApMat
and GS loci to resolve species in the C. gloeosporioides complex. Persoonia - Molecular
Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 35, p. 63-86, Dec. 2015.

MADDISON, W. P.; MADDISON, D. R. Mesquite: a modular system for evolutionary
analysis. Version 3.51. Disponivel em: <http://www.mesquiteproject.org>. Acesso em: 03
set. 2018.

MAHMODI, F. et al. First report of anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides on
soybean ( Glycine max ) in Malaysia. Plant Disease, v. 97, n. 6, p. 841-841, jun. 2013.
MANANDHAR, J. B.; HARTMAN, G. L.; SINCLAIR, J. B. Colletotrichum destructivum, the

anamorph of Glomerella glycines. Phytopathology, v. 76, n. 3, p. 282, 1986.

MORDUE, J. E. M. Colletotrichum graminicola. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and

Bacteria, v. 132, 1967.



38

NYLANDER, J. A. A. MrModeltest v2. Program distributed by the author. Evolutionary
Biology Centre, Uppsala University Evolutionary Biology Centre, Uppsala University,
2004.

OLIVEIRA, J. A. Efeito do tratamento fungicida em sementes e no controle de
tombamento de plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) e pimentdo (Capsicum
annuum L.). [s.l.] Universidade Federal de Lavras, 1991.

RAMBAUT, A. FigTree. Disponivel em: <http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/>. Acesso
em: 03 set. 2018.

RICCIONI, L.; CONCA, G.; HARTMAN, G. L. First Report of Colletotrichum coccodes on
Soybean in the United States. Plant Disease, v. 82, n. 8, p. 959-959, Aug. 1998.

ROGERIO, F. et al. Phylogeny and variability of Colletotrichum truncatum associated with
soybean anthracnose in Brazil. Journal of Applied Microbiology, v. 122, n. 2, p. 402-415,
Feb. 2017.

SAINI, T.J.; GUPTA, S. G.; ANANDALAKSHMI, R. Detection of chilli anthracnose caused
by Colletotrichum cliviae in India. Australasian Plant Disease Notes, v. 12, n. 33, p. 1-4,
Dec. 2017.

SHARMA, G.; PINNAKA, A. K.; SHENOY, B. D. ITS-based diversity of Colletotrichum from
India. Current Research in Environmental & Applied Mycology, v. 3, n. 2, p. 194—
220, 2013.

SINCLAIR, J. B. Compendium of soybean diseases. 2" ed. Saint Paul: The American
Phytopathological Society, 1982.

SOUSA, E. S. et al. Colletotrichum species causing anthracnose on lima bean in Brazil.
Tropical Plant Pathology, v. 43, n. 1, p. 78-84, Feb. 2018.

SUTTON, B. C. The genus Glomerella and its anamorph Colletotrichum. In: BAILEY, J. A,;
JEGER, M. J. (Eds.). Colletotrichum: biology, pathology and control. Wallingford: CAB
International, 1992. p. 1-26.

TIFFANY, L. H. The antracnose complex on soybean. Review of Applied Mycology, v. 30, p.
598-599, 1951.

VIEIRA, W. A. S. et al. Endophytic species of Colletotrichum associated with mango in
northeastern Brazil. Fungal Diversity, v. 67, n. 1, p. 181-202, July 2014.

YANG, H.-C.; HAUDENSHIELD, J. S.; HARTMAN, G. L. First report of Colletotrichum
chlorophyti causing soybean anthracnose. Plant Disease, v. 96, n. 11, p. 1699-1699, Nov.
2012.



39

YANG, H.-C.; HAUDENSHIELD, J. S.; HARTMAN, G. L. Colletotrichum incanum sp. nov.,
a curved-conidial species causing soybean anthracnose in USA. Mycologia, v. 106, n. 1, p.
32-42, 20 Jan. 2014.

YANG, Y. et al. Colletotrichum Species on Orchidaceae in Southwest China. Cryptogamie,
Mycologie, v. 32, n. 3, p. 229-253, Sept. 2011.

YANG, Y. L. et al. Colletotrichum anthracnose of Amaryllidaceae. Fungal Diversity, 2009.

ZHOU, Z.; LI, Y. L. First report of Colletotrichum cliviae causing anthracnose on Zamioculcas

zamiifolia in henan province, China. Plant Disease, v. 101, n. 5, p. 838-838, May 2017.



40



41

3. AGRESSIVIDADE, TRANSMISSAO E REACAO DE CULTIVARES DE SOJA A

Colletotrichum plurivorum

RESUMO

As doengas na cultura da soja podem ser responsaveis por reduzir a producdo em
até 100%, dentre essas, a antracnose tem causado perdas significativas quando as condi¢des
climaticas sdo favoraveis. Com a diversidade de espécies do género Colletotrichum
causando antracnose na soja é necessario entender as diferencas entre os agentes causais e
como as caracteristicas de cada um influenciam na epidemiologia da doenca. Os objetivos
com este trabalho foram comparar a agressividade e a capacidade de transmissdo semente-
planta e planta-semente entre C. plurivorum e C. truncatum, e testar a reagéo de cultivares
de soja ao C. plurivorum. A agressividade dos isolados das duas espécies foi comparada
por meio da inoculacdo de plantas de soja da cultivar AMS Tibagi no estagio V2-V3 por
atomizacdo de suspensdes de esporos e avaliadas, ap6s 18 dias, utilizando uma escala de
notas de 0 a 5. No teste de transmissdo semente-planta, sementes de soja foram inoculadas
com dois isolados de C. plurivorum (LFNO008 e LFN0019) e dois isolados de C. truncatum
(CMES1059 e CMES1076) pela técnica de restricdo hidrica; avaliou-se o efeito na
qualidade sanitaria e fisiol6gica das mesmas e a taxa de transmissdo dos patégenos para as
plantulas. Para verificar a transmissdo planta-semente, plantas no estagio R2 e R5 foram
inoculadas por atomizacdo com suspensdes de esporos dos mesmos isolados utilizados no
teste de transmissdo semente-planta; avaliou-se a producgéo de vagens e peso de graos, além
da presenca dos patdgenos nos gréos por meio do teste de sanidade. Testes de reacGes de
nove cultivares ao C. plurivorum, foram realizados por meio da inoculacéo de sementes
com dois isolados (LFNO008 e LFNO0019), utilizando-se a técnica da restricdo hidrica;
avaliou-se o efeito na qualidade sanitéaria e fisioldgica das sementes (porcentagem de vigor,
germinacdo e emergéncia, e indice de velocidade de emergéncia). No teste de comparacao
de agressividade, o isolado de C. truncatum se mostrou mais agressivo do que os isolados
de C. plurivorum. No teste de transmissdo semente-planta, as taxas de transmisséo de C.
plurivorum e de C. truncatum da semente para a planta variaram entre 75% e 79%, exceto
para o isolado de C. plurivorum LFNO0019, que foi de aproximadamente 37%. Nao foi
observada transmissdo dos patdgenos para os grdos em teste de sanidade, além de nédo
afetarem a producéo de vagens e grdos. No teste de reacdo de cultivares de soja a C.
plurivorum, a AMS Tibagi foi a que apresentou maior resisténcia, pois ndo teve sua
qualidade fisioldgica afetada na presenca do inéculo, enquanto que as demais cultivares
foram afetadas nos parametros avaliados. Deve-se ressaltar que epidemias de antracnose
da soja podem ocorrer devido ao inoculo inicial ser trazido por sementes infectadas pelo
patdégeno, sendo necessario evitar essa disseminacdo utilizando sementes livres de
Colletotrichum. O uso de cultivares com maior resisténcia deve ser levado em
consideracdo, j& que é um importante aliado no manejo integrado de doengas,
principalmente, quando o controle quimico ndo se mostra eficiente.

Palavras-chave: Colletotrichum cliviae; Colletotrichum truncatum; Glycine max;
Antracnose
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ABSTRACT

Aggressiveness, transmission and reaction of soybean cultivars to Colletotrichum

plurivorum

Soybean crop diseases can be responsible for yield reduction up to 100%. Among
them, anthracnose has caused significant losses when the climate is favorable. As several
Colletotrichum species are related to soybean anthracnose it is necessary to understand the
differences between causal agents and how the characteristics of each species influence the
disease epidemiology. The aims of this study were to compare C. plurivorum and C.
truncatum aggressiveness and the seed-plant and plant-seed transmission, and to verify the
soybean cultivars reaction to C. plurivorum. Aggressiveness of the two species was
compared by inoculating soybean plants of AMS Tibagi cultivar in the V2-V3 stage by
spraying spore suspensions, following evaluation based on a 0 to 5 grades scale. In the
seed-plant transmission test, soybean seeds were inoculated with two C. plurivorum strains
(LFNO008 and LFN0019) and two C. truncatum strains (CMES1059 and CMES1076) by
the water restriction technique; the effect on their sanitary and physiological quality and
the pathogens transmission rates to the seedlings were evaluated. To verify plant-seed
transmission, plants in stage R2 and R5 were inoculated by spore suspensions spraying
with the same strains used in the seed-plant transmission test; pods number and grain
weight, besides the presence of pathogens in the grains through the sanity test were
evaluated. C. plurivorum reactions to nine cultivars were carried out by inoculating seeds
with two strains (LFN0008 and LFN0019), using the water restriction technique; health
and physiological quality of the seeds (vigor, germination and emergence percentage, and
emergence rate index) effect were evaluated. C. truncatum was more aggressive than C.
plurivorum in the agressiveness test. C. plurivorum and C. truncatum transmission rates
from the seed to the plant ranged from 75% to 79%, except for the strain LFN0019, which
was approximately 37%. No pathogen transmission was observed from plant to grains
under the tested conditions. Besides, inoculations with C. truncatum and C. plurivorum at
the R2 and R5 stages did not affect the number of pods and grains weight. AMS Tibagi
was the cultivar that showed the highest resistance, since its physiological quality was not
affected after inoculation with C. plurivorum, while the other cultivars were affected in the
evaluated parameters. It should be emphasized that soybean anthracnose epidemics can
occur due to the initial inoculum being transported by infected seeds and it is necessary to
avoid this dissemination using Colletotrichum free seeds. The use of cultivars with higher
resistance must be taken into account, since it is an important strategy in the diseases
management, especially when chemical control is not efficient.

Keywords: Colletotrichum cliviae; Colletotrichum truncatum; Glycine max; Anthracnose

3.1. Introducéo

A soja (Glycine max (Linnaeus) Merrill) é originaria da China e foi espalhada pelo
mundo por viajantes ingleses e orientais (HYMOWITZ, 1990). No Brasil, a cultura foi
introduzida na Bahia, em 1882, e passou a ser cultivada em maior escala no Rio Grande do Sul,
de onde ocorreu a primeira exportacdo brasileira de soja, com cerca de 18 mil ton. A producéo
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foi impulsionada nos estados do sul do pais com o inicio do cultivo sucessivo trigo/soja e teve
crescimento na regido do Brasil Central nos anos 70 e 80 (COSTA, 1996; MIYASAKA;
MEDINA, 1981).

O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo, atrds apenas dos Estados
Unidos, e seguido pela Argentina. Na safra 2016/17, esses trés paises foram os responsaveis
por mais de 81% da producdo mundial de soja, a qual foi superior a 351 milhdes de ton (Food
and Agricultural Organization of the United Nations - FAOSTAT, 2017). Na safra de
2017/2018, a producdo nacional atingiu 119,28 milhdes de ton, de acordo com o ultimo
levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB). Nesse cenario, 0s
principais estados produtores sdo Mato Grosso (27,1%), Parana (16,1%), Rio Grande do Sul
(14,4%), Goias (9,9%) e Mato Grosso do Sul (8%). A produtividade média da safra foi de 3.394
kg ha, valor 0,9% superior ao da safra 2016/2017. A area cultivada de 35,149 milhdes de ha
foi maior do que a da safra anterior, de 33,909 milhdes de ha (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2018).

Reduc¢es ou 0 ndo incremento na produtividade ocorrem mesmo com 0 uso crescente
de novas tecnologias nos campos. Uma das razdes sdo as condi¢des climaticas adversas que
coincidem com as fases criticas de desenvolvimento da cultura. Concomitante a isso, a
ocorréncia de doencas € outro fator limitante na obtencdo de maiores rendimentos. As doengas
na cultura da soja podem ser responsaveis por afetar até 100% da producdo (AMORIM et al.,
2016) e, dentre essas, a antracnose tem causado perdas significativas quando as condi¢cfes
climaticas sio favoraveis (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

No Brasil, a antracnose na soja foi observada pela primeira vez em 1961, no Rio
Grande do Sul, e tem sido relatada, desde os anos 1980, com maior frequéncia nas regides
produtoras do cerrado brasileiro (DIAS et al., 2018). As plantas de soja podem ser afetadas pela
doenca em todos os estagios de desenvolvimento, atingindo folhas, peciolos, hastes, vagens e
pedicelos; porém, a fase mais destrutiva ocorre em plantas adultas. Quando a transmisséo se da
por meio de sementes infectadas, ocorre queda na germinacdo e morte prematura das plantas
(tombamento de pré e p6s emergéncia) (KUCHAREK, 2001). As condi¢Oes ideais para a
ocorréncia da antracnose sdo temperaturas em torno de 28°C a 34°C e alta umidade (ITO, 2013).
Além disso, alta populagédo de plantas, deficiéncia de potassio no solo, infestacdo e danos de
percevejo, monocultura, estreitamento entre linhas e uso de sementes infectadas também séo
responsaveis pelo aumento da incidéncia da doenca (EMBRAPA SOJA, 2013).

A antracnose na soja, além da morte das plantulas, pode causar lesdes escuras, de

forma irregular, formando depressdes nas nervuras das folhas (face abaxial), nas hastes e
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vagens. As vagens infectadas no estadio inicial de formacdo adquirem coloracdo castanho-
escuro a negras e ficam retorcidas. Nas vagens em granacao, as lesdes evoluem de estrias para
manchas negras, podendo atingir toda a vagem. As lesfes nas vagens sdo de forma indefinida,
recobertas por acervulos, caracteristicos pela presenca de setas negras que auxiliam na
identificacdo do patdgeno. Vagens infectadas no inicio de sua formacgéo podem n&o produzir
sementes e, em caso de infeccOes tardias, a qualidade das sementes é afetada (HARTMAN;
SINCLAIR; RUPE, 1999).

E importante ressaltar que as principais fontes de inoculo da doenca s&o as sementes
infectadas e os restos culturais. O in6culo também pode ser disseminado pelo vento, chuva,
insetos e implementos agricolas (1TO, 2013). Assim, é de grande importancia o uso de sementes
sadias e de técnicas de manejo integrado, dentre elas a rotacdo de culturas, o tratamento de
sementes, a adequacdo de populacbes de plantas, 0 manejo adequado do solo, o uso de
variedades com resisténcia moderada, ja que ndo existem cultivares de soja resistentes a doenca,
e o tratamento quimico com fungicidas (PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016).

A doenca antracnose na soja, apesar de ser comumente associada a Colletotrichum
truncatum, ja foi descrita como sendo causada por outras espécies de Colletotrichum, dentre
elas C. graminicola (MORDUE, 1967), C. coccodes (RICCIONI; CONCA; HARTMAN,
1998), C. gloeosporioides (teleomorfo Glomerella cingulata) (CHEN et al., 2006; MAHMODI
et al., 2013), C. chlorophyti (YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012), C. incanum
(YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2014), C. destructivum (teleomorfo G. glycines)
(DAMM et al., 2014) e, recentemente, por C. cliviae (BARBIERI et al., 2017).

A espécie C. cliviae, descrita pela primeira vez por Yang et al. (2009) como causador
de antracnose em clivia (Clivia miniata) e em orquideas (Arundina graminifolia e Cymbidium
hookerianum) na China (YANG et al., 2011), teve o espectro de hospedeiros estendido nos
altimos anos em diferentes paises (CHOWDAPPA et al., 2014; DIAO et al., 2017; DOUANLA-
MELI; UNGER; LANGER, 2018; LIU et al., 2015; SAINI; GUPTA; ANANDALAKSHMI,
2017; SOUSA et al., 2018; VIEIRA et al., 2014; YANG et al., 2011; ZHOU; LI, 2017). Ja a
espécie C. truncatum pode infectar, também, outras culturas como lentilha, ervilha, grdo de bico
e feijdo (WEIDEMANN; TEBEEST; CARTWRIGHT, 1988).

Damm et. al. (2019) reclassificaram os isolados ja descritos da espécie C. cliviae em
duas novas especies, C. cliviicola e C. plurivorum. Na espécie C. cliviicola, ndo foram
observadas estruturas de reprodugdo sexuada e os isolados sé foram identificadas na cultura
clivia (YANG et al., 2009). Os demais isolados, anteriormente nomeados como C. cliviae,

foram agrupados em clados de C. plurivorum, nos quais foram observadas estruturas de
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reproducdo sexuada e assexuada, causando doencas em diversas culturas. Portanto, a espécie
que causa doenca na cultura da soja ficou classificada como C. plurivorum.

Com essa diversidade de espécies causando a antracnose na soja é necessario entender
as diferencas entre 0s agentes causais e como as caracteristicas de cada um influenciam na
epidemiologia da doenca. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram comparar a
agressividade e a capacidade de transmissdo semente-planta e planta-semente entre C.
plurivorum e C. truncatum na cultura da soja, e testar a reacdo de cultivares de soja ao C.

plurivorum.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados de C. plurivorum e C. truncatum utilizados neste trabalho provém de
isolados monosparicos preservados em fragmentos de papel filtro, armazenados em ultrafreezer
a -80°C, do laboratério de Fungos Fitopatogénicos da ESALQ-USP. Os isolados de C.
plurivorum (LFNOO008, LFN0019 e LFNO0025) foram caracterizados molecularmente por
Barbieri et al. (2017) e reclassificados no capitulo 2 deste estudo, e os isolados de C. truncatum
(CMES1059 e CMES1076), por Rogério et al. (2017)(Tabela 5).

Tabela 5. Relagdo dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados no trabalho, obtidos de plantas de soja
(Glycine max) sintomaticas, e as respectivas sequéncias de DNA depositadas no NCBI/GenBank.

. . . Acesso GenBank
Cadigo Espécie Origem

ITS GAPDH HIS B-tubulina  ACT

LFNO008 C. plurivorum MT -2012 KT696336 KT696289 KT696311 KT696282 KT696275
LFN0019 C.plurivorum MT -2014 KT696339 KT696292 KT696315 KT696286 KT696279
LFN0025 C. plurivorum MT -2009 KT696341 KT696294 KT696317 KT696287 KT696280
CMES1059 C.truncatum PR -2004 KJ614328 KJ614374 KJ614281 - -
CMES1076 C.truncatum PR-2004 KJ614316 KJ614359 KJ614267 - -

3.2.2. Comparacgéao da agressividade

Esse experimento foi realizado a fim de comparar a agressividade dos isolados de C.
plurivorum (LFNO08, LFNO0019 e LFNO0025) e um isolado de C. truncatum (CMES1059),

utilizando-se a metodologia de inoculagao por aspersédo de suspensao de esporos nas plantas de
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soja. O experimento foi conduzido em estufa do campo experimental do Departamento de
Fitopatologia e Nematologia da ESALQ-USP e, ap6s a inoculagdo, em sala de crescimento.

3.2.2.1. Inoculagéo e avaliagdo

Foram utilizados vasos com capacidade de cinco litros, contendo solo autoclavado, e
foram semeadas 10 sementes de soja por vaso. Antes da inoculacdo, foi realizado desbaste
deixando cinco plantas por vaso, utilizando-se quatro repeti¢cbes por nivel de tratamento (20
plantas por isolado).

Os isolados de Colletotrichum foram cultivados em meio BDA semissintético
(BDAes), feito com caldo de batata coado apds o cozimento em agua destilada de 200g de
batata, 10 g de dextrose, 16 g de agar bacterioldgico e 1 g de cloreto de sodio L™ de meio, e
incubados a 25°C, com fotoperiodo. As placas com as col6nias fungicas foram lavadas e
raspadas com agua destilada estéril, apds 20 dias de cultivo, e as suspensdes filtradas em gaze
estéril. Por meio de sucessivas diluicdes, em solucdo de Tween 80, as concentracdes das
suspensdes foram ajustadas para 10° esporos mL™* com auxilio da cAmara de Neubauer.

Plantas no estagio de crescimento V2-V3 foram inoculadas por atomizacdo com as
suspensodes dos isolados de C. plurivorum ou C. truncatum até o ponto de escorrimento. Plantas
testemunha foram aspergidas com agua destilada esterilizada. As plantas foram mantidas em
camara Umida no escuro a 28 + 2°C por 72 horas. Posteriormente, foram transferidas para sala
de crescimento e, apds 18 dias, avaliadas quanto a presenca de sintomas. O experimento foi
instalado sob delineamento inteiramente aleatorizado, sendo executado duas vezes.

A avaliacdo da agressividade foi realizada utilizando uma escala de notas, em que 0 =
auséncia de sintomas visiveis, 1 = 1 a 10% da planta com sintomas (principalmente necrose nas
nervuras das folhas), 2 = 11 a 35% da planta afetada (principalmente folhas e algumas necrose
nos peciolos), 3 = 36 a 65% da planta afetada (principalmente no peciolo e algumas necroses
nas hastes), 4 = 66 a 90% da planta afetada (folhas expandidas, peciolos e necroses nas hastes)
e 5 =91 a 100% da planta afetada (necrose severa em toda a planta até a morte da planta)
(YANG; HARTMAN, 2015). Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de
F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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3.2.2.2. Reisolamento

Apo6s as avaliagbes no teste de comparagdo de agressividade, foi realizado o
reisolamento dos patdgenos, a partir dos tecidos sintomaticos, em meio BDAes. Foi realizada
a extracdo de DNA desses reisolados, seguindo as etapas indicadas no Kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), e, entdo foram realizadas rea¢des de PCR para a amplificacdo
e posterior sequenciamento parcial dos genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
histona3 (HIS3) e beta-tubulina (TUB2), cujas condi¢Ges de amplificacdo sdo apresentadas na
Tabela 6. As sequéncias obtidas dos reisolados foram alinhadas as dos isolados inoculados, com
uso do programa MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), a fim de confirmar se as

linhagens do fungo reisoladas das plantas correspondem as mesmas linhagens inoculadas.

Tabela 6. Condigoes utilizadas para a amplificagdo dos genes GAPDH, HIS3 e TUB2 por PCR.

Gene Primers Sequéncia do primer Programa Referéncia
GDF1 5’-GCCGTCAACGA Desnatur_agéo inicial_de 2mina
GAPDH CCCCTTCATTGA-3*  94°C, 34 ciclos de_l mina94°C,45 (GUERBER et
GDR1 5’>-GGGTGGAGTCGT s60°Celmina72°C,e al., 2003)
ACTTGAGCATGT-3"  desnaturagdo final de 10 min a 72°C
cyLH3E O “AGGTCCACTG Desnaturag#o inicial de 5 min a
GTGGCAAG-3’ 94°C, 40 ciclos de 3052 94°C,30s (CROUS et al.,
HIS3 5 AGCTGGATGT 54°C e 30 sa 72°C, e desnaturacéao 2004)
CYLH3R CCTTGGACTG-3’ final de 7 mina 72°C
Bi2a 5’-GGTAACCAAATC Desnaturacdo inicial de 4 min a
GGTGCTGCTTTC-3"  g4°C, 40 ciclos de 1 mina94°C, 45  (GLASS]
TUB2 5 ACCCTCAGTGTA $55°C e 1 min a 72°C, e DONALDSON
Bt2b GTGACCCTTGGC-3> desnaturacéo final de 10 min a 72°C , 1995)

3.2.3. Teste de transmissédo semente-planta

O experimento de transmissdo semente-planta foi realizado duas vezes. Os resultados

que serdo apresentados sdo referentes a média dos dois experimentos.
3.2.3.1. Inoculacéo das sementes

As sementes de soja utilizadas (cultivar AMS Tibagi RR) foram previamente
submetidas a testes de germinacdo e sanidade, a fim de verificar seu potencial germinativo e

confirmar a auséncia de Colletotrichum spp. Em seguida, foi realizada a assepsia superficial
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das sementes (trés minutos com hipoclorito de sodio a 1%) e posterior secagem por 24 horas
em superficie asséptica.

Para obtencdo de sementes portadoras dos patdgenos, foi empregada a técnica de
restricdo hidrica, utilizando-se meio BDAes + Manitol -1,0 MPa (COSTA et al., 2003). Dois
isolados de C. plurivorum (LFNOOO8 e LFN0019), selecionados a partir do teste de comparagéo
de agressividade, e dois isolados de C. truncatum (CMES1059 e CMES1076), foram
transferidos de col6nias cultivadas por sete dias para placas de Petri com meio BDAes acrescido
de Manitol. A quantidade de Manitol utilizada foi obtida por meio da formula de Van’tHoff
(SALISBURY; ROSS, 1992). As placas foram colocadas na cdmara de incubagéo a 25°C, sob
alternancia de luz. Depois de constatada a colonizacgdo total da superficie do meio, as sementes
de soja foram distribuidas em camada Unica sobre a colnia fungica, de forma que todas as
sementes ficassem em contato com o patégeno e, entdo, foram incubadas a 25°C e fotoperiodo,
por diferentes periodos de contato com o fungo, 48 e 72 horas, correspondendo aos diferentes
potenciais de indculo. Apds cada periodo de contato, as sementes foram retiradas das placas
para secagem de forma natural, em superficie asséptica, durante 24 horas. Como testemunha,

foi usado o meio BDAes com Manitol sem o fungo.

3.2.3.2. Efeito na qualidade sanitaria e fisiol6gica das sementes

A qualidade sanitéria das sementes foi analisada utilizando-se 0 método do papel de
filtro (BRASIL, 2009). Trés folhas de papel filtro, previamente umedecidas com agua destilada,
foram colocadas em placas de Petri de nove cm de didmetro e, sobre estas, 10 sementes
separadas entre si. Em seguida, as placas foram colocadas em cémara de incubacdo sob
temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo. As avaliacbes foram realizadas apos sete dias de
incubacdo, utilizando o microscopio estereoscopio. Foram utilizadas 12 repeticdes de 10
sementes por nivel de tratamento.

O teste de germinacdo foi realizado pelo método do rolo de germinacéo (papel toalha),
segundo as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), em que o papel toalha é
umedecido 2,5 vezes a massa seca do substrato com agua destilada e sdo distribuidas 50
sementes sobre dois papéis e cobertas com um terceiro. Cada nivel de tratamento teve trés
repeticdes (trés rolos de germinacdo), acondicionados na posic¢do vertical em germinador a
25°C. As avaliacOes foram realizadas aos cinco e oito dias da instalagdo do experimento,
obtendo-se os resultados de porcentagem de pléntulas normais na primeira contagem
(parametro de vigor) e na segunda contagem (parametro de germinacao).
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Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande final e sobrevivéncia, as
sementes, inoculadas e ndo inoculadas, foram semeadas em caixas plasticas de 21 x 48 x 12 cm
(largura x comprimento x altura) contendo areia estéril, utilizando-se trés repetices (caixas
plasticas) de 50 sementes. As caixas foram mantidas em estufa e irrigadas diariamente até a
saturacdo do solo. A velocidade de emergéncia foi determinada pela contagem diéria de
plantulas emergidas. Foram consideradas emergidas as plantulas que apresentaram 0s
cotilédones acima do nivel do solo. A contagem foi feita até a estabilizacdo do nimero das
plantulas por trés leituras consecutivas. O IVE foi calculado com base na férmula de Maguire
(1962), naqual IVE=N1/D1+N2/D2 + ...+ Nn/ Dn, onde: IVE = indice de velocidade de
emergéncia de plantulas; N= nimero de plantulas emergidas do dia anterior até o dia que esta
sendo contado; D = numero de dias da semeadura da primeira a ultima contagem. A
porcentagem de emergéncia foi registrada no Gltimo dia de contagem ap0és a estabilizacdo do
namero de plantas, sendo o valor absoluto transformado em porcentagem, e a sobrevivéncia foi
registrada no dia em que as plantas foram coletadas para a determinacéo da taxa de transmissao,

21 dias ap0s a semeadura.

3.2.3.3. Determinacéo da taxa de transmissao

Para todas as plantas sintomaéticas e assintomaticas do ensaio foram calculadas as taxas
de infeccdo (TI) e de transmissdo (TT) de Colletotrichum por sementes, utilizando-se a
metodologia adaptada de Teixeira e Machado (2003). No 21° dia ap06s a semeadura, foi retirado
um fragmento de tecido por planta, na insercdo dos cotilédones com o caule, de todas as plantas
das parcelas. Esses fragmentos foram seccionados e desinfestados com alcool 70% por um
minuto, posteriormente, emergidos em hipoclorito de sodio 1% por trés minutos e colocados
em placas de Petri com meio de cultura BDAes. As placas foram mantidas em camara de
incubacdo, a 25°C, com fotoperiodo. Foi acompanhada diariamente a ocorréncia de crescimento
micelial em cada parte da planta, com o auxilio de microscopio estereoscopico e, quando
necessario, as estruturas fungicas foram examinadas com o auxilio do microscépio otico. Para
confirmar que a espécie reisolada era a que foi inoculada, foi realizado o0 mesmo procedimento
descrito no item 3.2.2.2.

A taxa de infeccéo foi obtida considerando-se o numero de plantas com crescimento
micelial em fung@o do numero de plantas avaliadas em cada parcela (sobrevivéncia), expresso

em porcentagem de plantas infeccionadas. A taxa de transmissao foi determinada com base na
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taxa de infeccéo e de incidéncia de C. plurivorum nas sementes inoculadas, em cada tratamento.
A taxa de transmissdo foi calculada com base na formula:
TT (%) = [T1 (%) / 1S (%)] * 100

Em que:
TT = taxa de transmissdo; TI = taxa de infec¢do; IS = incidéncia do patdgeno em sementes
inoculadas. A transmissdo do patdgeno da semente para a planta foi considerada positiva
quando o fragmento da planta apresentou crescimento micelial do fungo inoculado.

Para todos os testes, o delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado. Os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.2.4. Teste de transmissdo planta-semente

O teste de transmiss&o planta-semente foi conduzido em estufa do campo experimental
do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da ESALQ-USP. Foram utilizadas plantas de
soja da cultivar AMS Tibagi RR, dois isolados de C. plurivorum (LFNOOO8 e LFN0019),
selecionados a partir do teste de comparacdo de agressividade, e dois isolados de C. truncatum
(CMES1059 e CMES1076).

Vasos plasticos com capacidade de 10 litros, contendo solo autoclavado, adubado
conforme as recomendaces para a cultura, foram semeados com 10 sementes de soja, e, apos
a emergéncia, foi realizado um desbaste das plantulas, mantendo-se apenas duas por vaso.
Foram realizadas inoculacdes dos quatro isolados de Colletotrichum spp. e agua destilada
(controle) em uma parte das plantas em estagio reprodutivo R2 e, em outra parte, no estagio
reprodutivo R5. O experimento foi realizado com quatro repeti¢des, totalizando-se 40 vasos,
dispostos em delineamento inteiramente aleatorizado, em esquema fatorial 5x2 (cinco isolados
x duas épocas de inoculagéo).

Para a obtencéo das suspensdes de indculo, com concentragéo de 10° esporos mL™, foi
empregada a mesma técnica citada no item 3.2.2.1. As inoculagdes foram realizadas por meio
de atomizacdo, aspergindo-se a parte aérea das plantas até o ponto de escorrimento. As plantas
foram mantidas em cdmara Umida no escuro por 12 h, na estufa. Os vasos permaneceram
cobertos com sacos plasticos transparentes por 72 h apds a inoculacéo, a fim de proporcionar
maior umidade do ar ao redor das plantas inoculadas e também para impedir a contaminacao

das demais parcelas.
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Foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de vagens por planta, peso de gréos e
transmissao do patogeno das plantas para as sementes. A avaliagdo da sanidade das sementes
foi realizada utilizando-se o método do papel de filtro (BRASIL, 2009).

Apos identificacdo nas sementes, no caso de haver transmissdo, o patogeno foi
reisolado em placas de Petri com meio de cultura BDAes e incubado em cadmara de incubagéo
a 25°C, com fotoperiodo, por sete dias. Fragmentos de coldnia de cada isolado foram
submetidos a extracdo de DNA, seguido de reacbes de PCR para amplificacdo e
sequenciamento parcial dos genes GAPDH, HIS3 e TUB2 (Tabela 6). As sequéncias obtidas
foram alinhadas a&s dos isolados inoculados, com uso do programa MEGA7 (KUMAR,;
STECHER; TAMURA, 2016), a fim de comprovar que o patogeno reisolado foi 0 mesmo que
foi inoculado.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de F e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.2.5. Reacdo de cultivares a C. plurivorum

A reacdo de diferentes cultivares de soja a espécie C. plurivorum foi testada a partir da
inoculacdo de sementes e posterior avaliacdo do efeito na qualidade fisioldgica e sanitaria. Dois
ensaios foram conduzidos com a mesma metodologia, mudando apenas as cultivares utilizadas.

No primeiro ensaio, sementes das cultivares AMS Tibagi, TMG 7062, M 7739, NS
5909 e BMX 8579 foram inoculadas com dois isolados de C. plurivorum (LFNOOO8 e
LFNO0019), além de um tratamento sem indculo, pela técnica da restricdo hidrica, conforme
detalhada no item 3.2.3.1. As sementes foram mantidas em contato com o indculo por 48 horas.
No segundo ensaio, foram utilizados os mesmos isolados de C. plurivorum para inoculacéo das
sementes das seguintes cultivares: AMS Tibagi, NS 6909, BS 2606, M 6210 IPRO e BMX
8473.

A qualidade sanitaria das sementes foi analisada utilizando-se o0 método do papel de
filtro (BRASIL, 2009). Foram utilizadas 10 repeticdes de 10 sementes por nivel de tratamento.
O teste de germinacé&o foi realizado pelo método do rolo de germinacéo (papel toalha), segundo
as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), no qual cada nivel de tratamento teve
trés repeticoes.

Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de emergéncia,
utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 3.2.3.2., com quatro repeticbes (caixas
plasticas) de 50 sementes. A porcentagem de emergéncia foi registrada no ultimo dia de
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contagem ap0s a estabilizacdo do nimero de plantas, sendo o valor absoluto transformado em
porcentagem.

Os trés testes foram instalados sob delineamento inteiramente aleatorizado. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P <0,05).

3.3. Resultados
3.3.1. Comparacéo da agressividade

Foram avaliados os sintomas causados pelos diferentes isolados inoculados e dadas
notas nas duas repeticGes do ensaio. Na Tabela 7 estdo apresentadas as médias das duas
repeticdes. E possivel observar que os isolados de C. plurivorum e C. truncatum causaram
sintomas tipicos da antracnose, afetando na média entre 1 e 65% da planta, diferente das plantas
néo inoculadas (Figura 5). Segundo a escala de notas de Yang e Hartman (2015), os isolados
de C. plurivorum néo diferiram entre si quanto a agressividade; ja o isolado de C. truncatum
(CMES1059) foi mais agressivo do que os isolados de C. plurivorum avaliados. Os sintomas
causados por C. plurivorum foram lesbes necroticas nas folhas, afetando em baixa intensidade

peciolos e nervuras se comparados aos do C. truncatum.

Tabela 7. Notas de agressividade, segundo a escala de Yang e Hartman (2015), dos isolados de
Colletotrichum inoculados em plantas de soja, avaliadas 18 dias apds a inoculacao.

Tratamento Nota de agressividade
Testemunha O0c*
LFNO0025 1,11b
LFNO0019 1,28b
LFN0008 0,82Db
CMES1059 2,69 a
CV(%) 5,81

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.
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Figura 5. Comparacdo da agressividade a soja de isolados de Colletotrichum plurivorum e C.
truncatum. A e B: plantas de soja sadias inoculadas com agua destilada; C, D e E: sintomas em plantas
de soja inoculadas com o isolado LFNO0025; F, G e H: sintomas em plantas de soja inoculadas com o
isolado LFN0O19; I, J e K: sintomas em plantas de soja inoculadas com o isolado LFN00O8; e L, M e
N: sintomas em plantas de soja inoculadas com o isolado CMES1059.
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Foi realizado o reisolamento indireto dos patégenos, por meio de fragmentos dos
tecidos sintomaticos e, no caso da testemunha, foram coletados fragmentos de plantas ao acaso.
Nenhuma espécie de Colletotrichum foi reisolada da testemunha, confirmando a avaliacdo
visual da auséncia de sintomas. Os genes sequenciados das col6nias obtidas por reisolamento
foram comparados aos dos isolados inicialmente inoculados, com auxilio do programa MEGA7
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) e se mostraram 100% idénticos, confirmando a

identidade dos isolados recuperados apés inoculacgéo.

3.3.2. Teste de transmissao semente-planta

Na avaliacdo da qualidade sanitéaria, todos os tempos de contato dos quatro isolados
resultaram em 100% de incidéncia de Colletotrichum, enquanto que as sementes colocadas em
contato com o meio de cultura sem inéculo ndo apresentaram incidéncia do patégeno.

Nas avalia¢fes da qualidade fisioldgica das sementes, referentes as 12 e 22 contagens
de germinacdo, indice de velocidade de emergéncia e emergéncia, avaliando-se a variavel
tempo de contato, foi possivel notar que, na média geral do fator em todos os testes, 0s
tratamentos em que as sementes ficaram em contato por 72 h foram mais agressivos do que 0s
tratamentos com 48 h de contato. Somente os controles sem indculo ndo apresentaram diferenga
estatistica entre os tempos de contato. Para a variavel indculo, os tratamentos inoculados com
C. truncatum diferiram, no geral, dos demais, mostrando que os isolados testados dessa espécie
sdo mais agressivos do que os isolados de C. plurivorum. Ainda em relacdo a qualidade
fisioldgica, o isolado LFNO0O8 diferiu estatisticamente do controle ndo inoculado em todos 0s
testes, enquanto que o outro isolado de C. plurivorum, LFN0OO019, apenas diferiu do controle
nos resultados obtidos pelo teste de germinagéo (Tabelas 8, 9, 10 e 11).

A taxa de transmissdo apresentou interacdo para o fator in6culo, em que todos os
isolados diferiram dos tratamentos sem indculo, e, entre isolados, apenas 0 LFN0019 diferiu
dos demais com uma taxa de transmissdo menor. Para os isolados LFN0O008, CMES1059 e
CMES1076, a taxa de transmissdo do patdégeno da semente para a planta variou entre 75% e
79% e para o isolado LFN0019 foi de, aproximadamente, 37%. Para a variavel tempo de contato
ndo houve interacdo no teste de F, ou seja, as médias desse fator ndo diferiram entre si. Somente
no para o isolado LFNOOO8 a taxa de transmiss@o foi maior com 72 h de contato do que com
48 h (Tabela 12). Os reisolados do teste de transmissdo foram sequenciados e confirmou-se que

eram os mesmos que foram inoculados nas sementes.
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Tabela 8. Resultado da primeira contagem do teste de germinagéo (%) de sementes de soja AMS Tibagi
inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059, CMES1076, com dois tempos de contato
(48h e 72h).

Tempo de contato

In6culo 48h 79h Média
Sem 75,33 aA 72,33 aA 73,83 a
LFNO0008 52,67 bA 41,33 bB 47,00 c
LFNO0019 60,67 bA 64,67 aA 62,67 b
CMES1059 31,33 cA 8,67 cB 20,00 e
CMES1076 40,67 cA 17,33 cB 29,00d
Média 52,13 A 40,87 B CV(%) = 9,98

*Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 9. Resultado da segunda contagem do teste de germinacéo (%) de sementes de soja AMS Tibagi
inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059 e CMES1076, com dois tempos de contato
(48h e 72h).

Tempo de contato

Inéculo 48h 79k Média
Sem 78,33 aA 75,33 aA 76,83 a
LFNO0008 56,67 bA 43,66 bB 50,17 ¢
LFNO0019 64,33 bA 66,33 aA 65,33 b
CMES1059 31,33 cA 8,67 cB 20,00 e
CMES1076 41,00 cA 17,33 cB 29,17 d
Média 54,33 A 42,27B CV(%) =9,64

*Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 10. Resultado do indice de velocidade de emergéncia (IVE), obtido no teste de emergéncia de
sementes de soja AMS Tibagi inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059,
CMES1076, com dois tempos de contato (48h e 72h).

Tempo de contato

Inéculo 48h 72h Meédia
Sem 7,85 aA 8,18 aA 8,02 a
LFNO0008 7,42 abA 6,49 bB 6,95 b
LFNO0019 8,22 aA 7,43 abA 7,82 ab
CMES1059 4,03 cA 2,05cB 3,04d
CMES1076 6,50 bA 3,18 cB 4,84 c
Média 6,80 A 5,46 B CV(%) = 8,58

*Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 11. Resultado da porcentagem de emergéncia de sementes de soja AMS Tibagi inoculadas com
os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059, CMES1076, com dois tempos de contato (48h e 72h).

Tempo de contato

Inéculo 48h 72h Média
Sem 75,33 aA 77,00 aA 76,17 a
LFNO0008 67,67 abA 60,33 bA 64,00 b
LFNO0019 73,33 abA 72,33 abA 72,83 ab
CMES1059 36,67 CA 17,67 cB 27,17d
CMES1076 61,67 bA 30,33¢cB 46,00 c
Média 62,93 A 51,53 B CV(%)=9,33

*Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 12. Resultado da taxa de transmissdo (%) semente-planta de sementes de soja AMS Tibagi
inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059, CMES1076, com dois tempos de contato
(48h e 72h).

Tempo de contato

Indculo 48h 79k Média
Sem 0,00 cA 0,00 cA 0,00 c
LFNO0008 69,08 aB 81,76 aA 75,42 a
LFNO0019 34,81 bA 39,57 bA 37,19b
CMES1059 78,72 aA 80,56 aA 79,64 a
CMES1076 75,76 aA 76,75 aA 76,26 a
Média 51,67 A 55,73 A CV(%) = 13,82

*Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.3.3. Teste de transmissdo planta-semente

Apos a colheita dos gréos e instalacdo do teste de sanidade, ndo foi observado
crescimento dos fungos que haviam sido inoculados nas plantas. Desta forma, considera-se que
ndo ocorreu transmissdo de nenhum dos isolados que foram inoculados nas plantas, tanto em
R2 quanto em R5. Além disso, o teste de F ndo foi significativo para as variaveis peso de grdos
e nimero de vagens das plantas para o fator isolado, ou seja, ndo ha diferenca estatistica entre
0s niveis de tratamento dos isolados avaliados para essas variaveis resposta (Tabela 13).

Também néo houve interagéo significativa entre os fatores isolado e época de inoculacéo.
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Tabela 13. Médias de producdo de vagens e de grdos de plantas de soja, cultivar AMS Tibagi,
inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019, CMES1059 e CMES1076.

Isolado Producéo de vagens (n° de vagens/planta) Producéo de gréos (g/planta)
R2 R5 R2 R5
Ausente 41,00 36,13 10,81 11,09
LFNO0008 40,00 35,63 11,05 10,44
LFNO0019 41,38 29,75 10,62 7,03
CMES 1059 38,88 34,63 9,07 8,34
CMES 1076 38,00 32,75 10,37 8,47

3.3.4. Reacdo de cultivares a C. plurivorum

Nos dois ensaios, as sementes inoculadas exibiram 100% de incidéncia do in6culo no
teste de sanidade e, de modo geral, as quatro varidveis resposta tiveram resultados bastante
semelhantes, em que o isolado LFNO0O08 foi o que mais afetou a qualidade fisioldgica das
sementes, diferindo das sementes ndo inoculadas e do isolado LFN0019 (Figuras 6 e 7).

No primeiro ensaio com as cultivares AMS Tibagi, TMG 7062, M 7739, NS 5909 e
BMX 8579, o isolado LFNOO19 diferiu das sementes ndo inoculadas somente no teste de
germinacdo para as cultivares M 7739 e BMX 8579, que teve a média de plantulas normais
inferior do que as sementes sem indculo, em ambas as contagens. Ainda, essas duas cultivares
foram as que tiveram maior reduc¢éo nos parametros avaliados quando inoculadas com o isolado
LFNO008. A cultivar M 7739 teve a porcentagem de vigor (segunda contagem do teste de
germinacao) e o IVE reduzidos em torno de 60%, quando comparado o tratamento sem indculo
com o isolado LFNO008. Ja a cultivar BMX 8579, nessa mesma condicdo, apresentou reducéo
de 82% na porcentagem de vigor e em torno de 70% nos outros 3 parametros avaliados.

No segundo ensaio com as cultivares AMS Tibagi, NS 6909, BS 2606, M 6210 IPRO
e BMX 8473, a cultivar M 6210 IPRO inoculada com o isolado LFNOOO8 apresentou redugéo
de, aproximadamente, 50% nos parametros avaliados no teste de germinagdo (primeira e
segunda contagem) e quase 25% de reducéo do IVE e porcentagem de emergéncia em relacao
ao tratamento sem indculo.

Em ambos os ensaios, a cultivar com maior resisténcia foi a AMS Tibagi, a qual ndo
teve nenhum dos quatro parametros avaliados influenciados pelos dois isolados de C.

plurivorum.
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Figura 6. Resultados do primeiro teste de reagdo de cultivares a infecg¢do de C. plurivorum. Foram usadas as variedades AMS Tibagi, TMG 7062, M 7739, NS
5909 e BMX 8579, em que as sementes foram inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019. A: primeira contagem do teste de germinagdo (% vigor); B:
segunda contagem do teste de germinacdo (% germinacdo); C: indice de velocidade de emergéncia obtido no teste de emergéncia; e D: emergéncia de plantulas
(%). *Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas entre cultivares no mesmo isolado e maiusculas entre isolados na mesma cultivar, em cada gréafico, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 7. Resultados do segundo teste de reacdo de cultivares a infeccdo de C. plurivorum. Foram usadas as variedades AMS Tibagi, NS 6909, BS 2606, M
6210 IPRO e BMX 8473, em que as sementes foram inoculadas com os isolados LFN0008, LFN0019. A: primeira contagem do teste de germinacdo (% vigor);
B: segunda contagem do teste de germinacdo (% germinacdo); C: indice de velocidade de emergéncia obtido no teste de emergéncia; e D: emergéncia de
plantulas (%). *Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas entre cultivares no mesmo isolado e mailsculas entre isolados na mesma cultivar, em cada
grafico, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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3.4. Discussao

Sabe-se que a ocorréncia da espécie C. plurivorum, anteriormente denominada de C.
cliviae, associada a antracnose da soja, vem sendo relatada em regides quentes e imidas do
Brasil como nos estados do Tocantins, Mato Grosso, Pernambuco, Alagoas e Piaui (BARBIERI
et al.,, 2017; DIAS et al., 2018; SOUSA et al., 2018; VIEIRA et al., 2014). Ainda nao foi
esclarecido se a espécie € endémica ou se foi introduzida no pais por meio de materiais vegetais
contaminados como, por exemplo, sementes. O trabalho de Dias et al. (2018), ap6s analises de
hapldtipos de C. plurivorum (C. cliviae) patogénicos a soja, indicou que a espécie poderia estar
presente no pais h& alguns anos sem ser reconhecida, j& que sé foi descrita recentemente.
Também ndo foi excluida a hipo6tese de que ela tenha sido introduzida no pais por meio de
sementes de soja infestadas, pois o centro de origem de C. cliviae coincide com o da cultura
(China) (HYMOWITZ, 1990; YANG et al., 2011, 2009).

Os resultados do teste de transmissdo semente-planta demonstraram que sementes de
soja que transportam indculo de C. truncatum e C. plurivorum, mesmo que ndo tenham sua
qualidade fisioldgica afetada pelo patdgeno, podem transmitir para a planta o fungo. Além
disso, os resultados desse experimento reforcam o que foi apresentado no teste de comparacao
da agressividade, que os isolados de C. truncatum foram mais agressivos do que os isolados de
C. plurivorum na cultivar avaliada (AMS Tibagi). Sajeesh et. al. (2014) observaram que
sementes de soja inoculadas com C. truncatum, além de reducdo severa na germinacédo,
apresentaram sintomas 20 dias apds a semeadura, confirmando a transmissdo do fungo para as
plantas. Varias espécies de Colletotrichum ja foram reportadas como causadoras de infeccGes
em plantulas a partir de sementes, podendo ou ndo manifestar sintomas (BEN-DANIEL; BAR-
ZV1; TSROR (LAHKIM), 2010; CARDWELL, 1989; GAMARNIK, 1994; GROVER,;
BANSAL, 1970; THOMAS; SWEETINGHAM, 2003). Qutros dois estudos que avaliaram a
transmissdo semente-planta do fungo C. lindemuthianum em feijdo apresentaram altas taxas de
transmissdo (de 70 a 100%) do patogeno das sementes para as plantas (REY et al., 2009;
VECHIATO; KOHARA; MENTEN, 1997).

E necessério chamar a atencdo para o fato de que epidemias de antracnose da soja
podem ser iniciadas pela introducdo do inéculo na area por meio de sementes infectadas pelo
patogeno (MANANDHAR; HARTMAN, 1999). Ndo somente pela transmisséo do fungo da
semente para a planta, mas também devido ao fato de que quanto maior o inoculo primario,
maior a transmissdo do mesmo para as sementes proximas a fonte de in6culo, conforme

Noetzold et al. (2014) concluiram ao testar diferentes porcentagens de sementes inoculadas com
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C. truncatum em uma area. O trabalho de Thangavel et. al. (2018) ressaltou a importancia de
identificar fontes de in6culo iniciais a fim de evitar a disseminacdo e manejar doengas de
importancia global. Ele mostrou que sementes de papoula transmitiram com sucesso o patdgeno
de sementes infestadas para plantulas infectadas, podendo ser responsaveis pela disseminacao
de duas espécies causadoras de mildio na cultura ao transportarem o6sporos e micélios viaveis.

No presente trabalho, néo foi observada transmisséo dos isolados de C. truncatum e C.
plurivorum para os graos quando inoculados em plantas de soja nos estagios R2 e R5, além de
ndo afetarem a producdo de vagens e grdos quando comparados ao tratamento nao inoculado.
Masson et al. (2015), ao testarem a transmissao planta-semente de C. truncatum, também néo
encontraram interferéncia no nimero de vagens e peso de grdos na soja ao inocular o patégeno
em diferentes estagios fenoldgicos. No entanto, os autores relataram que as plantas sdo mais
susceptiveis a formacdo de lesdes nas vagens quando inoculadas em R5 (formacdo e
enchimento de gréos) e que mais inoculagdes em estagios anteriores ao R5, como em V2 e R2,
contribuem para o aumento do nimero de vagens lesionadas. Concluiram, também, que a
intensidade da ocorréncia da doenca interfere na transmissao do patdégeno da planta para a
semente. Para Manandhar e Hartman (1999), a cultura da soja é mais susceptivel ao fungo nas
fases da floragdo ao enchimento de gréos. Diferente disso, Costa et al. (2006) observaram que
plantas inoculadas em estagios fenoldgicos mais avancados tém maior indice de resisténcia,
assim como o numero de lesbes que sdo menores se comparado com plantas inoculadas mais
jovens. Segundo Klingelfuss e Yorinori (2001), o fungo Colletotrichum truncatum pode estar
presente tanto nas folhas quanto nas hastes das plantas muito antes do aparecimento de sintomas
da doenca, uma vez que isolaram o patdgeno desde o estagio R5.2 sem apresentar sintomas de
antracnose até o final do ciclo. Sendo umas das caracteristicas do género Colletotrichum, a de
permanecer quiescente até 0s 6rgaos parasitados iniciarem a senescéncia.

Sementes infectadas podem ocasionar damping-off de pré e pds emergéncia e cancros
sobre os cotilédones, os quais podem se desprender da plantula em épocas de chuva e
disseminar o patdgeno para outras plantas (MANANDHAR; HARTMAN, 1999). Os danos
causados pelo inoculo transportado por sementes podem ser reduzidos por meio do tratamento
qguimico das sementes, o que ja é amplamente utilizado na cultura da soja no pais. Porém, é
necessario um acompanhamento da sensibilidade dos isolados desse complexo de espécies aos
fungicidas utilizados, ja que os relatos de ocorréncia da antracnose em campos de soja do
centro-oeste do Brasil vém crescendo nos Gltimos anos. 1sso vem ocorrendo apesar de, além do
tratamento quimico das sementes, serem utilizadas aplicag¢fes foliares de fungicidas ao longo

da safra, o que indica claramente que o controle ndo esta sendo eficaz.
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A maior agressividade do isolado de C. truncatum nos testes realizados pode estar
associada a diferente reacdo da cultivar de soja utilizada quando comparado aos isolados de C.
plurivorum. Dentro da mesma espécie de C. truncatum, ja foram observados diferentes niveis
de agressividade entre isolados (ROGERIO et al., 2017) e também diferentes comportamentos
dos isolados em diferentes cultivares (MAYONJO; KAPOORIA, 2003). H& escassez de
informagfes sobre niveis de agressividade entre diferentes isolados de C. plurivorum
associados a antracnose da soja. Além do presente estudo, ha apenas um Unico comparando
niveis de agressividade de isolados de C. plurivorum e C. truncatum de soja no Brasil (DIAS
et al., 2018). Ao avaliar lesbes no epicétilo e cotilédones de plantulas de combinacGes de 16
linhagens de soja, distintas das cultivares testadas aqui, apés inoculacdo de um isolado de C.
plurivorum e cinco isolados de C. truncatum, observou-se que o isolado de C. plurivorum néo
diferiu em agressividade da maioria dos isolados de C. truncatum inoculados.

Ao estudar a resisténcia de cultivares por meio da inoculagcdo de sementes com 0s
isolados de C. plurivorum, foi possivel notar que, dentre as nove cultivares testados, 0 AMS
Tibagi foi 0 que apresentou maior resisténcia, por nao ter sua qualidade fisioldgica afetada na
presenca do inoculo. Essa cultivar foi utilizada nos testes de transmissdo deste estudo, podendo
essa caracteristica de possuir maior resisténcia ter influenciado no desenvolvimento de sintomas
e na transmissao dos isolados de C. plurivorum para as sementes.

Apesar da cultivar AMS Tibagi néo ter sido influenciada nos parametros de qualidade
fisioldgica avaliados no teste de reacdo de cultivares, a mesma cultivar foi utilizada no teste de
comparacdo de agressividade entre os isolados de Colletotrichum e apresentou sintomas alguns
dias ap6s a inoculacdo. Ela também foi capaz de transmitir o indculo da semente para as
plantulas no teste de transmissdao semente-planta. Nao foi quantificado o quanto esses sintomas
do teste de agressividade e a transmissdo das sementes para as plantulas afetariam a producéo
da cultivar. Conclui-se entdo que, mesmo tendo um maior grau de resisténcia do que as demais
cultivares testadas, a AMS Tibagi ndo possui resisténcia completa as duas espécies de
Colletotrichum avaliadas nesse estudo.

A resisténcia completa ou imunidade de cultivares de soja a antrachose nunca foi
relatada, inclusive o uso de cultivares com moderada resisténcia ao patdgeno, ja identificada
em poucos trabalhos (COSTA et al., 2009; GALLI et al., 2007; SINGH, 1993; YANG,;
HARTMAN, 2015), ndo é citado como opg¢édo para 0 manejo da doenca em recomendacdes
agrondmicas ou em livros que esclarecem sobre a etiologia, sintomatologia e controle de
doencas na cultura da soja no Brasil (EMBRAPA SOJA, 2013; GODOY et al., 2016). O uso de

cultivares com maior resisténcia deve ser levado em consideracdo, ja que € um importante
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aliado no manejo integrado de doencas, por ser uma alternativa de baixo custo e boa eficiéncia
em relacdo, por exemplo, ao controle quimico. Ainda néo se sabe 0s mecanismos de resisténcia
envolvidos nesse patossistema. Futuras pesquisas precisam determinar se ha, dentre as
cultivares utilizadas no pais ou nos programas de melhoramento, mais fontes que tenham um
grau elevado de resisténcia a antracnose, o que ndo é um simples estudo, devido a complexidade

do conjunto de espécies do género Colletotrichum que podem causar a doenca.

3.5. Conclusdes

No teste de comparacdo de agressividade entre C. plurivorum e C. truncatum na
cultivar de soja AMS Tibagi, o isolado da segunda espécie se mostrou mais agressivo do que
os isolados de C. plurivorum avaliados. O mesmo comportamento foi observado no teste de
transmissdo semente-planta, em que para os isolados LFN0008, CMES1059 e CMES1076, a
taxa de transmissdo do patdégeno da semente para a planta variou entre 75% e 79% e para 0
isolado LFNOO19 foi de, aproximadamente, 37%.

Né&o foi observada transmissdo dos isolados de C. truncatum e C. plurivorum para 0s
grdos quando inoculados em plantas de soja da cultivar AMS Tibagi nos estagios R2 e R5, além
de ndo afetarem a producédo de vagens e graos quando comparados ao tratamento néo inoculado.

No teste de reagéo de cultivares a C. plurivorum, dentre as nove cultivares inoculadas
com dois isolados do fungo, a AMS Tibagi foi a que apresentou maior resisténcia, pois nao teve
sua qualidade fisioldgica afetada na presenca do indculo, enquanto que as demais cultivares
foram afetadas nos parametros avaliados. Esse resultado deve ser levado em consideracdo em
futuras pesquisas com a espécie C. plurivorum, inclusive em repeticbes dos testes de

transmissao realizados neste estudo.

Referéncias
AMORIM, L. et al. Manual de fitopatologia. S&o Paulo: Agronémica Ceres, 2016.
BARBIERI, M. C. G. et al. First Report of Colletotrichum cliviae Causing Anthracnose on
Soybean in Brazil. Plant Disease, v. 101, n. 9, p. 1677-1677, Sept. 2017.
BEN-DANIEL, B.; BAR-ZVI, D.; TSROR (LAHKIM), L. Transmission of Colletotrichum
coccodes via tomato seeds. Phytoparasitica, v. 38, n. 2, p. 167-174, 27 Apr. 2010.
BRASIL. Regras para analise de sementes. Brasilia: Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecuaria, 20009.



64

CARDWELL, K. F. Pathotypes of Colletotrichum graminicola and seed transmission of
sorghum anthracnose. Plant Disease, v. 73, n. 3, p. 255-257, 19809.

CHEN, L. S. et al. PCR-based detection and differentiation of anthracnose pathogens,
Colletotrichum gloeosporioides and C. truncatum, from vegetable soybean in Taiwan.
Journal of Phytopathology, v. 154, n. 11-12, p. 654-662, Dec. 2006.

CHOWDAPPA, P. et al. Multilocus gene phylogeny reveals occurrence of Colletotrichum
cymbidiicola and C. cliviae on orchids in north east India. Journal of Plant Pathology, v.
96, n. 2, p. 327-334, July 2014.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da safra brasileira
de graos. Brasilia, 2018. v. 5

COSTA, I. F. D. DA et al. Resisténcia de seis cultivares de soja ao Colletotrichum truncatum
(Schwein) em dois estadios fenologicos. Ciéncia Rural, v. 36, n. 6, p. 1684-1688, dez.
2006.

COSTA, I. F. D. DA et al. Reacdo de germoplasma comercial de soja a Colletotrichum
truncatum. Tropical Plant Pathology, v. 34, n. 1, p. 47-50, Feb. 2009.

COSTA, J. A. Cultura da soja. Porto Alegre: Embrapa Agropecuéria Oeste (CPAO), 1996.

COSTA, M. L. N. et al. Inoculagdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de
feijoeiro através de restricdo hidrica. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 27, n. 5, p. 1023-1030,
out. 2003.

CROUS, P. W. et al. Calonectria species and their Cylindrocladium anamorphs: species with
sphaeropedunculate vesicles. Studies in Mycology, v. 50, p. 415-430, 2004.

DAMM, U. et al. The Colletotrichum destructivum species complex — hemibiotrophic
pathogens of forage and field crops. Studies in Mycology, v. 79, p. 49-84, Sept. 2014.
DAMM, U. et al. The Colletotrichum dracaenophilum, C. magnum and C. orchidearum species

complexes. Studies in Mycology, v. 92, p. 1-46, Mar. 2019.

DIAO, Y.-Z. et al. Colletotrichum species causing anthracnose disease of chili in China.
Persoonia, v. 38, p. 20-37, June 2017.

DIAS, M. D. et al. Biology, pathogenicity, and haplotype analyses of Colletotrichum cliviae: a
novel soybean anthracnose agent in warm tropical areas. Tropical Plant Pathology, v. 43,
n. 5, p. 439-451, Oct. 2018.

DIAS, M. D.; PINHEIRO, V. F.; CAFE-FILHO, A. C. Impact of anthracnose on the yield of
soybean subjected to chemical control in the north region of Brazil. Summa
Phytopathologica, v. 42, n. 1, p. 18-23, Mar. 2016.



65

DOUANLA-MELI, C.; UNGER, J.-G. G.; LANGER, E. Multi-approach analysis of the
diversity in Colletotrichum cliviae sensu lato. Antonie van Leeuwenhoek, v. 111, n. 3, p.
423-435, Mar. 2018.

EMBRAPA SOJA. Tecnologias de producdo de soja - Regido Central do Brasil 2014.
Londrina: Embrapa Soja, 2013.

GALLLI, J. A. et al. Resisténcia de variedades de soja @ morte de plantulas causada por
Colletotrichum  truncatum. Arg. Inst. Biol. [s.I: s.n]. Disponivel em:
<http://www.biologico.sp.gov.br/uploads/docs/arg/v74_2/galli.pdf>. Acesso em: 05 out.
2018.

GAMARNIK, A. Prevention of infection of soybean seeds by Colletotrichum truncatum by
polyamine biosynthesis inhibitors. Phytopathology, v. 84, n. 12, p. 1445-1448, 1994,
GLASS, N. L.; DONALDSON, G. C. Development of primer sets designed for use with the
PCR to amplify conserved genes from filamentous ascomycetes. Applied and

Environmental Microbiology, v. 61, n. 4, p. 1323-30, Apr. 1995.

GODOQY, C. V.etal. Doencas dasoja. In: AMORIM, L. et al. (Eds.). Manual de Fitopatologia.
5 ed. ed. Ouro Fino - MG: Agrondmica Ceres Ltda, 2016. p. 657-675.

GROVER, R. K.; BANSAL, R. D. Seed borne nature of Colletotrichum capsici in chilli seeds
and its control by seed dressing fungicides. [s.l.] Indian Phytopathological Society, 1970.
v. 23

GUERBER, J. C. et al. Characterization of diversity in Colletotrichum acutatum sensu lato by
sequence analysis of two gene introns, mtDNA and intron RFLPs, and mating compatibility.
Mycologia, v. 95, n. 5, p. 872-895, 2003.

HARTMAN, G. L.; SINCLAIR, J. B.; RUPE, J. C. Compendium of soybean diseases. Fourth
edition. ed. St. Paul Minnesota.: APS Press, 1999.

HYMOWITZ, T. Soybeans: The Success Story. In: JANICK, J.; SIMON, J. E. (Ed.). Advances
in new crops. Portland, OR: Timber Press, 1990. p. 159-163.

ITO, M. F. Principais doengas da cultura da soja e manejo integrado. Nucleus, v. 10, n. 3, p.
83-101, June 2013.

KLINGELFUSS, L. H.; YORINORI, J. T. Infeccdo latente de Colletotrichum truncatum e
Cercospora kikuchii em soja. Fitopatologia Brasileira, v. 26, n. 2, p. 158-164, June 2001.

KUCHAREK, T. Some common soybean leaf and stem diseasesPlant Pathology Fact
SheetGainsvillePlant Pathology Department, IFAS, University of Florida, 2001. Disponivel
em: <https://plantpath.ifas.ufl.edu/media/plantpathifasufledu/factsheets/pp0016.pdf>.

Acesso em: 24 maio 2018



66

KUMAR, S.; STECHER, G.; TAMURA, K. MEGA7: Molecular evolutionary genetics
analysis version 7.0 for bigger datasets. Molecular Biology and Evolution, v. 33, n. 7, p.
1870-1874, July 2016.

LIU, F. et al. Unravelling Colletotrichum species associated with Camellia: employing ApMat
and GS loci to resolve species in the C. gloeosporioides complex. Persoonia - Molecular
Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 35, p. 63-86, Dec. 2015.

MAGUIRE, J. D. Speed of germination - aid in selection and evaluation for seedling emergence
and vigor. Crop Science, v. 2, n. 2, p. 176-177, Nov. 1962.

MAHMODI, F. et al. First report of anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides on
soybean (Glycine max) in Malaysia. Plant Disease, v. 97, n. 6, p. 841-841, June 2013.
MANANDHAR, J. B.; HARTMAN, G. L. Anthracnose. In: HARTMAN, G. L.; SINCLAIR,
J. B.; RUPE, J. C. (Eds.). Compendium of soybean diseases. Fourth ed. St. Paul

Minnesota: APS Press, 1999. p. 13-14.

MASSON, G. DE L. et al. Transmiss&o planta-semente de Colletotrichum truncatum em soja.
Nucleus, v. 12, n. 1, p. 35-42, 2015.

MAYONJO, D. M.; KAPOORIA, R. G. Occurrence and variability of Colletotrichum
truncatum on soybean in Zambia. EPPO Bulletin, v. 33, n. 2, p. 339-341, Aug. 2003.

MIYASAKA, S.; MEDINA, J. C. A Soja no Brasil. Campinas: Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), 1981.

MORDUE, J. E. M. Colletotrichum graminicola. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and
Bacteria, v. 132, 1967.

NOETZOLD, R. et al. Variabilidade espacial de Colletotrichum truncatum em campo de soja
sob trés niveis de sanidade de sementes. Summa Phytopathologica, v. 40, n. 1, p. 16-23,
mar. 2014.

PESQUEIRA, A. DA S.; BACCHI, L. M. A.; GAVASSONI, W. L. Associacdo de fungicidas
no controle da antracnose da soja no Mato Grosso do Sul. Revista Ciéncia Agronomica,
v.47,n.1, p. 203-212, 2016.

REY, M. S. et al. Transmissdo semente-plantula de Colletotrichum lindemuthianum em feijao
(Phaseolus vulgaris). Arg. Inst. Biol, v. 76, n. 3, p. 465-470, 2009.

RICCIONI, L.; CONCA, G.; HARTMAN, G. L. First Report of Colletotrichum coccodes on
Soybean in the United States. Plant Disease, v. 82, n. 8, p. 959-959, Aug. 1998.

ROGERIO, F. et al. Phylogeny and variability of Colletotrichum truncatum associated with
soybean anthracnose in Brazil. Journal of Applied Microbiology, v. 122, n. 2, p. 402-415,
Feb. 2017.



67

SAINI, T. J.; GUPTA, S. G.; ANANDALAKSHMI, R. Detection of chilli anthracnose caused
by Colletotrichum cliviae in India. Australasian Plant Disease Notes, v. 12, n. 33, p. 1-4,
Dec. 2017.

SAJEESH, P. K.; RAO, L.; JAHAGIRDAR, S. Molecular detection, transmission and histo-
pathological studies of seed-borne fungal infection of soybean (Glycine max (L.) Merill).
The Bioscan, v. 9, n. 1, p. 247-251, 2014.

SALISBURY, F. B.; ROSS, C. W. Plant physiology. 4" ed. Belmont: Wadsworth Publishing
Company, 1992.

SINGH, D. P. Relative susceptibility of soybean cultivars to pod blight caused by
Colletotrichum truncatum (Schw.). Agricultural Science Digest (Karnal), v. 13, n. 2, p.
90-92, 1993.

SOUSA, E. S. et al. Colletotrichum species causing anthracnose on lima bean in Brazil.
Tropical Plant Pathology, v. 43, n. 1, p. 78-84, Feb. 2018.

TEIXEIRA, H.; MACHADQO, J. DA C. Transmissibilidade e efeito de Acremonium strictum
em sementes de milho. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 27, n. 5, p. 1045-1052, out. 2003.
THANGAVEL, T. et al. Detection of two Peronospora spp., responsible for downy mildew, in

opium poppy seed. Plant Disease, p. PDIS-03-18-0503, Sept. 2018.

THOMAS, G. J.; SWEETINGHAM, M. W. Fungicide seed treatments reduce seed
transmission and severity of lupin anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides.
Australasian Plant Pathology, v. 32, n. 1, p. 39, 2003.

VECHIATO, M. H.; KOHARA, E. Y.; MENTEN, J. O. M. Transmisséo de Colletotrichum
lindemuthianum em sementes de feijoeiro comum. Summa Phytopathologica, v. 23, p.
265-269, 1997.

VIEIRA, W. A. S. et al. Endophytic species of Colletotrichum associated with mango in
northeastern Brazil. Fungal Diversity, v. 67, n. 1, p. 181-202, 28 July 2014.

WEIDEMANN, G. J.; TEBEEST, D. O.; CARTWRIGHT, R. D. Host specificit of
Colletotrichum gloesporioides f. sp. aechynonebe and C. truncatum in the Leguminosae.
Phytopathology, v. 78, n. 7, p. 986-990, 1988.

YANG, H.-C.; HARTMAN, G. L. Methods and evaluation of soybean genotypes for resistance
to Colletotrichum truncatum. Plant Disease, v. 99, n. 1, p. 143-148, Jan. 2015.

YANG, H.-C.; HAUDENSHIELD, J. S.; HARTMAN, G. L. First report of Colletotrichum
chlorophyti causing soybean anthracnose. Plant Disease, v. 96, n. 11, p. 1699-1699, Nov.
2012.



68

YANG, H.-C.; HAUDENSHIELD, J. S.; HARTMAN, G. L. Colletotrichum incanum sp. nov.,
a curved-conidial species causing soybean anthracnose in USA. Mycologia, v. 106, n. 1, p.
32-42, Jan. 2014.

YANG, Y. et al. Colletotrichum Species on Orchidaceae in Southwest China. Cryptogamie,
Mycologie, v. 32, n. 3, p. 229-253, Sept. 2011.

YANG, Y. L. et al. Colletotrichum anthracnose of Amaryllidaceae. Fungal Diversity, 20009.

ZHOU, Z.; LI, Y. L. First report of Colletotrichum cliviae causing anthracnose on Zamioculcas

zamiifolia in henan province, China. Plant Disease, v. 101, n. 5, p. 838-838, May 2017.



69

4. SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. DE SOJA A FUNGICIDAS

RESUMO

A diversidade de espécies de Colletotrichum que causam antracnose na soja
resulta em diferentes niveis de sensibilidade aos fungicidas utilizados no manejo da
doenga. Como existem poucos estudos atuais sobre a eficiéncia dos produtos
registrados para o controle da doenca no Brasil, objetivou-se com o trabalho
determinar a sensibilidade a fungicidas de isolados de C. plurivorum, C. truncatum,
C. sojae e C. musicola associados a soja e caracterizar molecularmente possiveis
resisténcias aos grupos quimicos estrobilurina (Qols) e benzimidazol. A
sensibilidade in vitro de isolados de Colletotrichum foi avaliada pelos métodos de
gradiente espiral de diluigdo com os fungicidas fludioxonil e difenoconazol, mistura
dos fungicidas tiofanato-metilico e piraclostrobina ao meio fundente e germinacéo
de esporos em meio de cultura com trifloxistrobina e piraclostrobina. Foram
caracterizadas mutacdes ligadas a resisténcia aos fungicidas Qols no citocromo b e
aos benzimidazodis no gene da beta-tubulina. Isolados de C. plurivorum e C.
musicola, provenientes de plantas sintomaticas de soja, apresentaram
insensibilidade, baixa ou média sensibilidade aos fungicidas trifloxistrobina e
piraclostrobina, pertencentes ao grupo das estrobilurinas, quanto a inibicdo do
crescimento micelial e da germinacdo de esporos. Para esses mesmos fungicidas,
os isolados de C. truncatum e C. sojae foram classificados como altamente
sensiveis (CEso menor que 1 ug mL™). Os isolados de C. plurivorum e C. musicola
apresentaram a mutacdo E198A no gene da beta-tubulina, que confere resisténcia
ao tiofanato-metilico, enquanto que os isolados de C. truncatum foram
considerados altamente sensiveis ao produto no teste de inibicdo do crescimento
micelial e ndo apresentaram a mutacdo no gene analisado. Isolados de C.
plurivorum e de C. truncatum, avaliados no teste de inibigdo do crescimento
micelial, foram considerados altamente sensiveis aos fungicidas difenoconazol e
fludioxonil. A ineficiéncia dos fungicidas no controle da antracnose da soja no
Brasil vem sendo relatada, acarretando em perdas na produc¢édo, sendo necessario o
acompanhamento e a identificacdo das espécies envolvidas no patossistema e o
monitoramento de resisténcias. Fungicidas com diferentes modos de a¢do devem
ser investigados, além de estratégias de anti-resisténcia, visando estender a vida Util
dos produtos quimicos usados para controle de doengas.

Palavras-chave: Colletotrichum plurivorum; Colletotrichum truncatum; Glycine
max; Qol; Benzimidazol

ABSTRACT

The diversity of Colletotrichum species that cause soybean anthracnose
results in different levels of sensitivity to the fungicides used in the disease
management. As there are few current studies on the efficiency of registered
products for disease control in Brazil, the aim of this study was to determine the
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fungicide sensitivity of C. plurivorum, C. truncatum, C. sojae and C. musicola
associated with soybean and to characterize molecularly possible resistances to
chemical groups strobilurin (Qols) and benzimidazole. Fungicide sensitivity was
evaluated in vitro by the spiral gradient dilution method with fludioxonil and
difenoconazole, mixing the thiophanate-methyl and pyraclostrobin fungicides to
the medium and spore germination in culture medium with trifloxystrobin and
pyraclostrobin. Mutations linked to Qol fungicides resistance on cytochrome b and
benzimidazoles in the beta-tubulin gene were characterized. C. plurivorum and C.
musicola strains from symptomatic soybean plants showed insensitivity, low or
medium sensitivity to trifloxystrobin and pyraclostrobin (Qols) fungicides in
myecelial growth and spore germination inhibition tests. For these same fungicides,
the C. truncatum and C. sojae strains were classified as highly sensitive (ECsg less
than 1 ug mL™%). C. plurivorum and C. musicola strains showed the EI98A mutation
in the beta-tubulin gene, which confers thiophanate-methyl resistance, whereas C.
truncatum strains were considered highly sensitive to the product in the mycelial
growth inhibition test and did not present the mutation in the analyzed gene. C.
plurivorum and C. truncatum strains evaluated through the mycelial growth
inhibition test were considered highly sensitive to difenoconazol and fludioxonil
fungicides. The fungicides inefficiency for the soybean anthracnose control in
Brazil has being reported, leading to losses in production. Thus, the identification
of the species involved in the pathosystem and fungicide resistance monitoring are
necessary. Fungicides with different modes of action should be investigated as well
as anti-resistance strategies to extend the useful life of the chemicals used to control
this disease.

Keywords: Colletotrichum cliviae; Glycine max; Fungicide resistance; Qol,;
Benzimidazole

4.1. Introducéo

O género Colletotrichum é responsavel por causar doencas em diversas culturas no
mundo, normalmente conhecidas com o nome de antracnose. Na cultura da soja (Glycine max
(Linnaeus) Merrill), a doenca € comumente associada a espécie C. truncatum, porém ha relatos
da ocorréncia de outras espécies de Colletotrichum associadas a doenga (CHEN et al., 2006;
DAMM et al., 2014; LEHMAN; WOLF, 1926; MAHMODI et al., 2013; MORDUE, 1967,
RICCIONI; CONCA; HARTMAN, 1998; YANG; HAUDENSHIELD; HARTMAN, 2012,
2014). Recentemente, foi relatada no Brasil uma nova espécie causando antracnose na soja,
nomeada incialmente como C. cliviae (BARBIERI et al., 2017) e atualmente reclassificada
como C. plurivorum (DAMM et al., 2019).

O manejo da doenca pode ser realizado com o uso do manejo integrado, associando o

controle genético (uso de cultivares com resisténcia moderada), controle cultural (rotacdo de
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culturas, adequacédo de populagdes de plantas, manejo adequado do solo, etc.) e controle
quimico (tratamento de sementes e parte aérea) (AMORIM et al., 2016).

Mais de 70 produtos comerciais estdo registrados no Brasil para o controle de
Colletotrichum spp. na cultura da soja (AGROFIT, 2018). Alguns sdo registrados para o
tratamento quimico de sementes, uma das mais eficientes estratégias de controle de doencas
transmitidas por sementes. Estes produtos sdo importantes na prevencdo de infeccdes de
patdgenos presentes no solo ou de disseminacdo de indculo transportado pela semente, que
causam tombamento na fase inicial, garantindo maior uniformidade no estande de plantas e
desenvolvimento da cultura (MUNKVOLD et al., 2014). Os demais produtos sdo registrados
para aplicacdo na parte aérea, a fim de prevenir a infeccdo do patdgeno ou paralisar sua
colonizacdo, além de reduzir as fontes de in6culo. Os fungicidas do grupo dos benzimidazdis
tém sido muito utilizados e se destacaram por algum tempo pela sua eficiéncia, tanto usados de
forma isolada, quanto em mistura com outros ingredientes ativos, como triazois e estrobilurinas
(PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016).

Existem poucos estudos atuais sobre a eficiéncia dos produtos registrados para o
controle da doenca no Brasil. Dias et al. (2016) mostrou que a eficiéncia de nove fungicidas
testados é limitada, com um valor méximo de 41,7% de eficiéncia de controle. Alguns fatores
podem influenciar nesses resultados, como a reducdo na sensibilidade dos patdégenos aos
ingredientes ativos, o que se intensifica com a falta de monitoramento e manejo adequado da
doenca. A diversidade de espécies associadas a doenca também dificulta o controle da
antracnose na soja. No México, relatou-se a resisténcia de 20 isolados de C. truncatum, obtidos
de plantas sintométicas de pimentdo, mamdo e Jatropha, aos fungicidas azoxistrobina e
tiabendazol (TORRES-CALZADA et al., 2015).

Os fungicidas do grupo das estrobilurinas possuem como modo de agéo a inibigéo da
sintese de quinona externa (Qols), em que é inibida a transferéncia de elétrons, interferindo na
sintese de ATP durante a respiracdo mitocondrial dos fungos, ligando-se ao sitio Qo do
citocromo bc: (Cytb) (XIAO et al., 2003). A resisténcia de fungos aos Qols pode ocorrer como
resultado de mutacBes pontuais no gene do citocromo b (Cytb). Foram relatadas trés
substituicdes de aminoécidos que conferem diferentes niveis de resisténcia aos Qols. A mutagao
G143A resulta da substituicdo do aminoacido glicina pela alanina no cdédon 143, que confere
alto nivel de resisténcia, sendo a mutagdo mais encontrada nos isolados resistentes (GISI et al.,
2002). Outras duas mutacdes sdo a F129L, mudanca do aminodcido fenilalanina pela leucina
no cddon 129, e a G137R, referente a mudanca do amino&cido glicina pela arginina na posi¢do

137, as quais estdo ligadas a niveis moderados de resisténcia (BARTLETT et al., 2002).
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Os fungicidas do grupo do tiofanato-metilico (benzimidazdis) atuam na inibicdo da
divisao celular, ligando-se a molécula da beta-tubulina (#-tub) e interrompendo a segregacéo e
migracdo dos cromossomos (BRENNAN et al., 2007). A resisténcia a esses fungicidas é
conferida quando ocorre uma das mutacdes ja reportadas no gene da beta-tubulina. Cinco
substituicdes de aminoécidos foram reveladas como responsaveis pela resisténcia ao tiofanato-
metilico: a substituicdo de um &cido glutamico (E) por alanina (A), glicina (G) ou lisina (K) no
cddon 198, ou a substituicdo de fenilalanina (F) por tirosina (Y) nos codons 167 ou 200
(CHUNG et al., 2006; MA; MICHAILIDES, 2005; WONG et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi determinar a sensibilidade de isolados de Colletotrichum
spp. de soja a fungicidas registrados no Brasil para o controle da antracnose e caracterizar

molecularmente possiveis resisténcias aos grupos quimicos estrobilurina e benzimidazol.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Isolados de Colletotrichum

Os isolados de plantas sintomaticas de soja das espécies C. plurivorum, C. musicola,
C. sojae e C. truncatum utilizados neste trabalho provém de isolados monosporicos preservados
em fragmentos de papel filtro, armazenados em ultrafreezer a -80°C, do laboratério de Fungos
Fitopatogénicos da ESALQ-USP. Oito isolados de C. plurivorum (LFNOOO7, LFNOOOS,
LFN0010, LFNO0016, LFNO0018, LFNO0019, LFNO0023 e LFNO0025) foram previamente
caracterizados molecularmente (BARBIERI et al., 2017) e reclassificados no capitulo dois deste
estudo. Neste mesmo capitulo foram caracterizados molecularmente os demais isolados da
mesma espécie (LFN0039, LFN0045, LFN0051, LFN0053, LFN0088, LFN0104, LFNO0116,
LFNO0145 e LFNO0146), de C. musicola (LFNO074) e de C. sojae (LFN0009). Os dois isolados
de C. truncatum (CMES1059 e CMES1076) foram caracterizados por Rogério et al. (2017).

4.2.2. Sensibilidade in vitro a fungicidas

Os fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade in vitro estdo descritos na Tabela
14 e foram selecionados com base nos ingredientes ativos registrados para controle da

antracnose na cultura da soja no Brasil (AGROFIT, 2018).
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Tabela 14. Fungicidas selecionados com base em ingredientes ativos registrados no Brasil para o
controle de Colletotrichum spp. da soja, que foram avaliados nos ensaios de sensibilidade in vitro.

Ingrediente Nome Grupo Concentracao Classe .
AN i L ; NP Classe ambiental
ativo (i.a.) comercial guimico i.a. toxicologica
Tiofanato- Cercobin I 1 | - Extremamente . .
metilico 200 WP Benzimidazol 700 g kg t6xico I1- Muito perigoso
Fludioxonil Maxim Fenilpirrol 25¢gL? IV - Pouco toxico 111 - Perigoso
Difecononazol Score Triazol 250¢gL? - Ex:(rjti(rir::%mente I1- Muito perigoso
o . Flint 500 g 1 | - Extremamente . .
Trifloxistrobina WG Estrobilurina 500 g kg t6xico I1- Muito perigoso
Piraclostrobina Comet Estrobilurina 250 g L? - g;?gente I1- Muito perigoso

4.2.2.1. Crescimento micelial — método de gradiente espiral de dilui¢ao

No método de gradiente espiral de diluicdo foi determinada a CEso (concentracéo
eficaz capaz de inibir 50% do crescimento fungico) de dez isolados de Colletotrichum (C.
plurivorum: LFNO007, LFN0008, LFN0010, LFNO016, LFN0018, LFN0019, LFN0023 e
LFNO0025; e C. truncatum CMES1059, CMES1076) a trés fungicidas: tiofanato-metilico,
fludioxonil e difenoconazol (FORSTER; KANETIS; ADASKAVEG, 2004).

Primeiramente, 50 mL de BDA semissintético contendo um adicional de 14 g L™ de
agar (BDAA™) foi vertido em placas de Petri (150 mm de didmetro) para se obter uma camada
espessa de 3,3 mm de BDAA*. Suspensdes de esporos de cada isolado, obtidas a partir de
colbnias incubadas por 15 dias em camara de incubacdo com alternancia de luz, foram
calibradas para 10° esporos mL™. Um volume de 1 mL dessas suspensdes foi transferido para
o meio de cultura BDAA* (um isolado por placa de Petri) e distribuido com auxilio de alca de
Drigalski. As placas foram mantidas a 25°C sob luz constante por trés dias, até que a superficie
da placa fosse completamente colonizada pelo fungo.

As soluces estoques dos fungicidas foram calculadas de acordo com o software Spiral
Gradient Endpoint (SGE) e 50 pL destas solugdes foram aplicadas em placas de Petri (150 mm
de didametro com meio BDA semissintético em camada de 3,3 mm) de modo exponencial
usando o equipamento Spiral Plate (Autoplate 4000, Spiral Biotech), de acordo com o intervalo
de doses desejado do fungicida, resultando em um gradiente radial de 1:100. Para o tiofanato-
metilico, foram utilizadas doses entre os intervalos de 0,03 a 3 pg mL™. Nos testes com
fludioxonil, as doses avaliadas foram de 0,003 a 0,3 pg mL™, enquanto que para difenoconazol

foram avaliadas doses entre 0,02 e 2 pg mL™.
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Quatro tiras de indculo, obtidas pelo corte em tamanhos iguais (45 x 6 mm) de faixas
das colbnias cultivadas em meio BDAA, foram colocadas sobre as placas contendo fungicidas
(duas tiras / isolado). Cada isolado foi repicado em trés placas para cada fungicida.

Um tratamento controle (sem fungicida) foi incluido neste experimento. Neste caso,
quatro isolados foram cultivados na mesma placa (quatro faixas, uma por isolado, distribuidos
de forma equidistante), com trés repeticfes. As placas foram incubadas a 25°C sob luz constante
por trés dias. Apos este periodo, o crescimento micelial dos isolados do tratamento controle foi
avaliado por meio da medicéo do crescimento radial (a partir da borda das tiras de BDAA) e a
média das trés repeticdes foi dividida por dois, 0 que representa 50% do crescimento do
patdgeno. Nos tratamentos com fungicidas, foi marcado o ponto onde o crescimento radial foi
50% da média do crescimento micelial nas placas do controle e, entdo, obtida a distancia deste
ponto para o centro da placa. Finalmente, usando o software SGE, foi calculada a concentracao
de fungicida no ponto em que foi verificado 50% do crescimento micelial e a CEsp de cada
isolado para cada fungicida foi estimada.

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado. Os testes foram realizados
duas vezes com 0s trés produtos e os 10 isolados. Ap6s o calculo da CEso, média das duas
repeticbes, os isolados de Colletotrichum foram classificados em quatro categorias de
sensibilidade, de acordo com a escala de Edgington et al. (1971), em que: CEso< 1 pug mL™:
alta sensibilidade (AS); CEso = 1-10 ug mL1: moderada sensibilidade (MS); CEso = 10-50 g
mL: baixa sensibilidade (BS); CEso> 50 pug mL™: insensibilidade (1).

4.2.2.2. Crescimento micelial — método de incorporacéo do fungicida ao meio
fundente

A sensibilidade dos isolados de Colletotrichum spp. ao tiofanato-metilico e a
piraclostrobina foi testada usando o método de incorporacdo do fungicida ao meio fundente,
haja visto que n&o foi possivel determinar a CEso do tiofanato-metilico pelo método de gradiente
espiral de diluicdo e, a partir de testes previos, tambem foi decidido testar a sensibilidade ao
fungicida piraclostrobina por este método.

Discos de micélio (6 mm de diametro) dos isolados de Colletotrichum spp. (para
tiofanato-metilico: LFN00O7, LFN0008, LFN0010, LFN0016, LFN0018, LFN0019, LFN0023,
LFN0025, CMES1059 e CMES1076; para piraclostrobina: LFN0007, LFN0008, LFN0010,
LFNO016, LFNO018, LFNO0019, LFNO0023, LFNO0025, LFNO0039, LFNO0116, LFNO0146
LFNO0009, LFN0074, CMES1059 e CMES1076), cultivados por 7 dias em placas com meio
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BDA, foram transferidos para placas contendo BDA semissintético incorporado com tiofanato-
metilico e, em outro ensaio, com piraclostrobina nas concentragfes 1, 10 e 100 ug mL™ e placas
com BDA sem fungicida. As placas foram incubadas sob luz constante, por 5 dias, a 25°C.
Foram utilizadas trés repeti¢fes por tratamento.

No teste com a piraclostrobina, foi utilizado o &cido salicil-hidroxdmico (SHAM, 99%
I.a.; Sigma-Aldrich), um inibidor da rota alternativa de respiragcdo dos fungos, o qual foi
dissolvido em metanol e adicionado ao meio autoclavado em concentracio de 100 pg mL™.

Foram calculadas as médias dos didametros das colbnias a partir de duas medidas
perpendiculares. Com isso, a inibicdo do crescimento micelial foi obtida por meio da formula:
ICM = ((C-TF)/C)*100), em que ICM ¢ a inibicdo do crescimento micelial, C é o didmetro da
col6nia do tratamento controle e TF é o didmetro da colénia do tratamento com fungicida. A
partir da porcentagem da inibicdo do crescimento micelial, foram realizadas analises de
regressdao e estimados os valores da CEso dos fungicidas. A sensibilidade dos isolados foi
determinada de acordo com a escala de Edgington et al. (1971).

4.2.2.3. Germinacao de esporos

A sensibilidade dos isolados de Colletotrichum spp. a estrobilurina foi testada pelo
método de germinacdo de esporos. Para isso, foi utilizado o método de incorporacdo do
fungicida no meio de cultura fundente.

Inicialmente, foi avaliada a sensibilidade de um isolado de C. truncatum (CMES1059)
para o fungicida trifloxistrobina nas concentragdes 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10 ug mL™, e para
cinco isolados de C. plurivorum (LFNO0O7, LFN0010, LFN00O16, LFN0019 e LFN0025) na
concentragio 10 pg mL?. Em ambos os casos foi utilizado um tratamento controle sem
fungicida. Foi utilizado apenas uma dose para os isolados de C. plurivorum pois ja havia sido
observado, em testes preliminares, que 0s mesmos ndo eram sensiveis as doses menores.

O fungicida foi incorporado ao meio de cultura 4gar-agua, ainda em estado fundente
(60°C), para se obter placas de Petri (90 x 15 mm) com as concentra¢Ges acima citadas, além
do controle sem fungicida. Foram utilizadas trés repeti¢des por tratamento. Cada placa recebeu
trés gotas de 30 pL de suspenséo de esporos de 1 a 8x10* esporos mL, em local demarcado na
parte inferior da placa, sendo as suspensdes obtidas conforme técnica citada no item 3.2.2.1. As
placas foram mantidas em camara de incubacdo a 25°C, no escuro, por 12 horas para os isolados
de C. truncatum e por 18 horas para os isolados de C. plurivorum. Para pausar a germinagéo
apos o tempo determinado, adicionou-se 30 uL de lactoglicerol azul sobre o local demarcado.
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Foi avaliada a porcentagem de germinacdo dos esporos em cada gota, sendo
contabilizados os 100 primeiros esporos avaliados por gota de suspensdo. Foram considerados
germinados 0s esporos que apresentaram tubo germinativo de comprimento maior do que o
comprimento do esporo.

Na segunda repeti¢do do teste, foram utilizados dois ingredientes ativos do grupo das
estrobilurinas, a trifloxistrobina e a piraclostrobina. Nesta repeticdo, foram avaliados 0s
seguintes isolados: LFNO0007, LFN0010, LFN0016, LFN0019, LFNO0039, CMES1059 e
CMES1076, na concentracio 100 pg mL™ para os dois produtos, e o controle sem fungicida,
com 0 mesmo numero de repeticdes e metodologia citada acima.

Em todos os testes foi utilizado o &cido salicil-hidroxamico (SHAM, 99% i.a.; Sigma-
Aldrich) dissolvido em metanol e adicionado ao meio autoclavado em concentracdo de 100 pg
mL™.

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado. A partir dos dados
obtidos, foi calculada a porcentagem de germinacéo de esporos dos tratamentos. O resultado da
porcentagem de inibicdo da germinacdo de esporos de C. truncatum foi submetido a analise de
regressdo (com os dados da primeira repeticdo do teste). Por meio da equacao de regressao, foi
estimado o valor da CEsp do fungicida e sua sensibilidade, de acordo com a escala de Edgington
etal. (1971).

4.2.3. Caracterizacdo molecular das mutacGes que conferem resisténcia a

fungicidas

4.2.3.1. Mutagdes ligadas a resisténcia aos fungicidas inibidores extracelulares

de quinona (Qol - estrobilurinas): gene do citocromo b (cytb)

Para investigar possiveis muta¢es no gene do citocromo b (cytb) em C. plurivorum,
0 gene do cytb foi parcialmente amplificado de dois isolados (LFN0010 e LFN0023) por PCR,
utilizando os primers gramilF (5’-GAAGAGGTATGTACTACGGTTCATATAG-3’) ¢
gramilR (5’-TAGCAGCTGGAGTTTGCATAG-3) de Forcelini et al. (2016). A PCR foi
realizada em um volume total de 25 pL contendo 12,5 pL de PCR Master Mix (Promega), 8,5
uL de dgua livre de nucleasse, 10 uM de cada primer e 50 ng uL™* de DNA. Os pardmetros da
reacao de amplificacdo foram iguais aos descritos por Forcelini et al. (2016), somente reduzindo
a temperatura de anelamento para 48°C, devido a dificuldade de amplificar essa regido nas

amostras de DNA de C. plurivorum. Para aumentar a concentrac¢éo do produto de PCR obtido,
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foi realizada uma nested PCR, em que o produto de PCR da primeira reacdo foi usado como
molde para a amplificacdo na segunda reacdo, mantendo-se os demais parametros.

Os produtos das nested PCRs foram separados em gel de agarose 3%, de onde 0s
fragmentos de tamanho esperado (aproximadamente 500 pb) foram cortados e purificados com
0 auxilio do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). As amostras foram
enviadas para sequenciamento e, a partir das sequéncias obtidas, foram desenhados novos pares
de primers para amplificar o gene do cytb em todos os isolados de C. plurivorum do trabalho.

Com as duas sequéncias consensos obtidas, foram desenhados dois pares de primers,
com o auxilio do programa Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2012) para teste: o par
CytbPlu-1, composto pelos iniciadores CytbPlu_1F (5’-GTAGCTATGATGGGTATAGG-3’)
e CytbPlu_1R (5’-AGGGTTACTTGATCCTACTG-3’), o qual amplifica um fragmento de 267
pares de bases; e o par CytbPlu-2, com os iniciadores CytbPlu 2F (5’-
CTTGTAGCTATGATGGGTATAGGTT-3") e CytbPlu 2R (5°-
GGCATGAAGAATACAAATAGGC-3’), que amplificam um fragmento de 386 pares de
bases do citocromo b. As reacdes foram testadas utilizando-se os DNAs de isolados de C.
plurivorum e um gradiente de temperatura de anelamento. Apds avaliacdo das amostras em
corrida eletroforética em gel de agarose 3%, concluiu-se que o melhor par foi o CytbPlu-2. A
PCR foi realizada em um volume de 25 pL contendo 12,5 uL de PCR Master Mix (Promega),
8,5 uL de agua livre de nucleasse, 10 M de cada primer CytbPlu-2 e 50 ng pL™* de DNA. Os
parametros da reacdo foram: desnaturacdo inicial de 5 min a 95°C, 35 ciclos de 1 min a 95°C,
1 mina58°C e 1 mina 72°C, e a desnaturacdo final de 5 min a 72°C.

Foram realizadas reacGes de PCR com o par de primers CytbPlu-2 para as amostras de
DNA dos isolados LFN0007, LFN0008, LFN0009, LFN0010, LFN0016, LFN0018, LFN0019,
LFN0023, LFNO0025, LFN0039, LFNO0045, LFNO0051, LFNO0053, LFNO0074, LFN0088,
LFN0104, LFNO0116, LFN0145, LFN0146, CMES1059 e CMES1076. Os produtos de PCR
foram purificados (kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - Promega) e as amostras
foram enviadas para sequenciamento em ambas as dire¢fes. As sequéncias obtidas foram
editadas e alinhadas com o software Sequencher v.4.7, traduzidas para aminoacidos com o
auxilio do Expasy Bioinformatics Resource Portal, em seguida foram analisadas com o auxilio
do software Mega7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) para observar se possuem as
mutacdes, especialmente nos codons 129, 137 e 143.
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4.2.3.2. Mutagdes ligadas a resisténcia aos fungicidas benzimidazois (tiofanato-
metilico): gene da beta-tubulina (p-tub)

A fim de identificar mutac6es no gene da beta-tubulina, na regido em que geralmente
ocorre mutacdes nos cédons 167, 198 e 200 (WONG et al., 2008; YOUNG et al., 2010),
amplificou-se e sequenciou-se parte do gene beta-tubulina dos isolados analisados no item
anterior de C. plurivorum, C. musicola, C. sojae e C. truncatum. Foram utilizados para
amplificacdo o conjunto de primers TUB2 (WONG et al, 2008):. T2-1 (5-
CTCCCTTGGTGGAGGTACTG-3") ¢ T2-2 (5'-AGAGGCAGCCATCATGTTCT-3') para
amplificar um fragmento de 499 pb, contendo os amino&cidos dos codons 138 a 303. A reacao
de PCR foi realizada segundo Wong et al. (2008) e a purificacdo das amostras e sequenciamento

foram realizados conforme o item 4.2.3.

4.3. Resultados
4.3.1. Sensibilidade in vitro a fungicidas
4.3.1.1. Crescimento micelial — método de gradiente espiral de dilui¢éo

Os valores da CEso dos isolados de C. plurivorum para o fungicida difenoconazol
variaram entre 0,052 e 0,148 pg mL™, com valor médio de 0,088 pug mL™t. Em comparago,
para os isolados de C. truncatum, os valores da CEsp para 0 mesmo produto variaram entre
0,748 pg mL" e 0,814 pg mL?, com valor médio de 0,781 pug mL™ (Tabela 15). Apesar da
média da CEsp dos isolados de C. truncatum ser quase nove vezes maior do que a média da
CEso dos isolados de C. plurivorum, todos os isolados analisados foram considerados altamente
sensiveis ao difenoconazol (CEso< 1 pg mL™1) segundo a escala de Edgington et al. (1971).

Para o fludioxonil, os isolados de C. plurivorum apresentaram valores da CEso
variando entre 0,031 e 0,148 pug mL* e o valor médio foi de 0,054 pug mL™*. Enquanto que os
valores da CEso dos isolados de C. truncatum para 0 mesmo fungicida variaram entre 0,063 pg
mL? e 0,069 pg mL?, com valor médio de 0,066 ug mL? (Tabela 15). Para este produto,
também, os dez isolados avaliados foram considerados altamente sensiveis.

O teste de sensibilidade ao fungicida tiofanato-metilico pelo método de gradiente
espiral de dilui¢do ndo foi conclusivo, ja que o espectro de dose utilizado nas duas repeti¢cdes
foi muito baixo, ndo sendo possivel determinar a CEso dos isolados. Por essa razdo, foi realizado

o teste de sensibilidade pelo método de incorporagédo do fungicida ao meio fundente.
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Tabela 15. Sensibilidade (CEsy) de isolados de Colletotrichum aos fungicidas difenoconazol e
fludioxonil, obtidos utilizando o método de gradiente espiral de diluicdo.

Isolados CEso Difenoconazol (ug mL™) CEso Fludioxonil (ug mL™)
LFNO0QO7 0,071 0,033
LFNO0008 0,053 0,148
LFN0010 0,148 0,038
LFNOO016 0,140 0,049
LFN0018 0,052 0,038
LFNO019 0,080 0,064
LFN0023 0,106 0,031
LFN0025 0,055 0,029
CMES1059 0,814 0,063
CMES1076 0,748 0,069
Média C. plurivorum 0,088 0,054
Meédia C. truncatum 0,781 0,066

4.3.1.2. Crescimento micelial — método de incorporacao do fungicida ao meio
fundente

Os oito isolados de C. plurivorum, testados pelo método de incorporacéo do fungicida
tiofanato-metilico ao meio fundente, tiveram a CEsp muito maior do que 100 pug mL™?, ou seja,
pela escala de Edgington et al. (1971) eles sdo considerados insensiveis ao produto. Enquanto
que os dois isolados de C. truncatum apresentaram a CEsp menor do que 1 pg mL*,
considerados altamente sensiveis ao fungicida tiofanato-metilico (Figura 8).

No teste com o fungicida piraclostrobina, os isolados CMES1059, CMES1076 (ambos
C. truncatum) e LFN0009 (C. sojae) tiveram a CEso menor do que 1 ug mL™, ou seja, sdo
altamente sensiveis ao fungicida. Os isolados LFN0146 (C. plurivorum) e LFNO074 (C.
musicola) foram considerados moderadamente sensiveis (CEso = 1-10 pg mL™?), o isolado
LFNO0008 (C. plurivorum) foi considerado insensivel, com a CEso 5194 pg mL™, e os demais
isolados de C. plurivorum tiveram baixa sensibilidade (CEso = 10-50 pug mL™1), segundo a escala
de Edgington et al. (1971) (Tabela 16).
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Sem tiof. met. 100 pg mL! Sem tiof. met. 100 pg mL!

Figura 8. Aspectos das col6nias de Colletotrichum spp., em meio BDA semissintético, com (1, 10 e
100 pg mL-1) e sem tiofanato-metilico, apds cinco dias de crescimento sob luz constante.
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Tabela 16. Sensibilidade (CEsp) de isolados de Colletotrichum ao fungicida piraclostrobina, obtidos
utilizando o método de incorporacao do fungicida ao meio fundente.

Isolado CE50 (ug mL-1)
LFNO007 11,03
LFNOO008 5194,24
LFN0010 16,55
LFNO0016 15,48
LFNO0018 30,21
LFNO0019 19,51
LFNO0023 16,95
LFN0025 27,87
LFNO0039 29,84
LFNO0116 21,59
LFNO0146 8,87
LFN0074 3,91
LFNO0009 <0,02

CMES1059 0,02
CMES1076 <0,02

4.3.1.1. Germinacao de esporos

A germinacéo dos esporos de C. plurivorum ndo foi inibida pelos fungicidas do grupo

das estrobilurinas (trifloxistrobina e piraclostrobina) com concentracdes de até 100 pug mL™

(Tabela 17 e 18), por isso ndo foi possivel estimar a CEso dos isolados ao produto. Para o isolado

de C. truncatum CMES1059, a CEso obtida para o produto trifloxistrobina pela equacao de

regressio foi de 0,51 pg mL™, sendo considerado altamente sensivel.

Tabela 17. Porcentagem de germinacdo de esporos de isolados de Colletotrichum plurivorum em meio
de cultura agar-agua com trifloxistrobina (10 pg mL™) e sem fungicida, com SHAM, apds 18 horas de

incubacéo.
Isolado Dose (ug mL?) Germinacéo de esporos (%)

0 43,75

LFNO0007 10 46.25
0 31,75

LFNO0010 10 3375
0 33,25

LFNO0016 10 325
0 64,5

LFNO0019 10 715
0 27,75

LFNO0025 10 33
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Tabela 18. Porcentagem de germinagdo de esporos de isolados de Colletotrichum spp. em meio de
cultura &gar-agua com trifloxistrobina e piraclostrobina (100 pg mL™?) e sem fungicida, com SHAM,
apos 18 horas de incubacao.

Isolado Fungicida Dose (ug mL?)  Germinacdo de esporos (%)
ausente 0 72,67
LFNO0007 trifloxistrobina 100 78,00
piraclostrobina 100 79,44
ausente 0 68,00
LFNO0010 trifloxistrobina 100 64,11
piraclostrobina 100 64,44
ausente 0 77,67
LFNO0016 trifloxistrobina 100 76,44
piraclostrobina 100 76,67
ausente 0 71,33
LFNO0019 trifloxistrobina 100 76,33
piraclostrobina 100 60,67
ausente 0 71,67
LFNO0039 trifloxistrobina 100 78,22
piraclostrobina 100 74,22
ausente 0 95,56
CMES1059 trifloxistrobina 100 0
piraclostrobina 100 0
ausente 0 76,11
CMES1076 trifloxistrobina 100 0
piraclostrobina 100 0

A partir dos resultados dos testes de sensibilidade aos fungicidas realizados, é possivel
verificar na Tabela 19 a classificacdo da sensibilidade dos isolados de espécies de

Colletotrichum, segundo a escala de Edgington et al. (1971).
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Tabela 19. Classificacdo da sensibilidade de isolados de soja de Colletotrichum spp. aos fungicidas
difenoconazol, fludioxonil, tiofanato-metilico, trifloxistrobina e piraclostrobina, segundo a escala de
Edgington et al. (1971).

Difenoconazol Fludioxonil Trlr?;j?irlli?:go- Trifloxistrobina Piraclostrobina
Isolados Especie Crescimento  Crescimento  Crescimento ~ Germinacdo de Crescimento Germinagdo
micelial micelial micelial esporos micelial de esporos
LFNO0007 C. plurivorum AS AS | | BS |
LFNO0008 C. plurivorum AS AS | - | -
LFN0010 C. plurivorum AS AS | | BS |
LFN0016 C. plurivorum AS AS | | BS |
LFN0018 C. plurivorum AS AS | - BS -
LFN0019 C. plurivorum AS AS | | BS |
LFN0023 C. plurivorum AS AS | - BS -
LFN0025 C. plurivorum AS AS | | BS -
LFNO0039 C. plurivorum - - - - BS |
LFNO0116 C. plurivorum - - - - BS -
LFNO146 C. plurivorum - - - - MS -
LFNO074  C. musicola - - - - MS -
LFNO009 C. sojae - - - - AS -
CMES1059 C. truncatum AS AS AS AS AS AS
CMES1076 C. truncatum AS AS AS AS AS AS

*Escala de Edgington et al. (1971): CEso< 1 pug mL™: alta sensibilidade (AS); CEso = 1-10 ug mL: moderada sensibilidade
(MS); CEso = 10-50 ug mLL: baixa sensibilidade (BS); CEso> 50 pug mL*: insensibilidade (1); (-) = isolado néo avaliado.

4.3.2. Caracterizacdo molecular das mutacGes que conferem resisténcia a

fungicidas

4.3.2.1. Mutag0es ligadas a resisténcia aos fungicidas inibidores extracelulares
de quinona (Qol - estrobilurinas): gene do citocromo b (cytb)

As sequéncias de nucleotideos traduzidas de parte do gene do cytb de 17 isolados de
C. plurivorum, um isolado de C. musicola, um isolado de C. sojae e dois isolados de C.
truncatum néo apresentaram substituicdes de aminoacidos nos trés codons de interesse, ou seja,
nem mesmo os isolados que foram insensiveis aos fungicidas do grupo das estrobilurinas no

teste in vitro apresentaram mutacgdes que expliquem a insensibilidade (Figura 9).
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Espécie Isolado Se'}j:t\’/ii'tigade oesso 129 137 143
C.plurivorum  LFNOOO7 Insensivel ~ MK1638%4 G 1 G|F|LCGY vV LP Y[c|loM s L-[c|laTvITN
C.plurivorum  LFNOOO8  Néotestado  MK163895 G 1 G|F|LCGY V LP Y|G|QM s L-[G/ATVI TN
C.plurivorum  LFNOOL0  Insensivel ~ MK16389%6 G 1 G|F|LCGY V LP Y|G|QM s L-[G/ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO16  Insensivel ~ MK163897 G 1 G|F|LCGY V LP Y|G|QM s L-[G/ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO18  Niotestado MK163898 G 1 G|F|LCGY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO19  Insensivel ~ MK163899 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNO023  Niotestado  MK163900 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO25  Insensivel ~ MK163901 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO39  Insensivel ~ MK163902 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO45  Niotestado MK163903 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNOO51  Niotestado  MK163904 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|lATVI TN
C. plurivorum LFN0053 Néo testado MK163905 G I G|F|[LCY V LP Y|G|QM S L -|GIATVI TN
C. plurivorum LFN0088 Néo testado MK163906 G| G|F|LCY V LP Y|G|QM S L -|GIATVI TN
C.plurivorum  LFNO104  Niotestado  MK163907 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNO116  Niotestado MK163908 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNO145  Niotestado MK163909 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.plurivorum  LFNO146  Niotestado MK163910 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G|ATVI TN
C.musicola  LFNOO74  Niotestado MK163911 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM s L-[G/ATVI TN

C. sojae LFNO009 ~ Niotestado MK163912 G I G|F|[LCY V LP Y|G|QM S L -/G|ATVI TN
C.truncatum  CMES1050  Sensivel  MK163913 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM S L -|G|ATVI TN
C.truncatum  CMES1076  Sensivel  MK163914 G 1 G|F|LCY V LP Y|G|QM S L -|G|ATVI TN

| N N s S N S S S S S S S S S S S S S S S

Figura 9. Sequéncias alinhadas de aminoacidos de parte do gene do citocromo b, codons 126 a 150, de
espécies de Colletotrichum spp. isoladas de plantas de soja. Nao foram observadas muta¢Ges nos cddons
129, 137 e 143, associadas a resisténcia a estrobilurinas, em nenhum dos isolados. Aminoacidos: A —
alanina; F - fenilalanina; G - glicina; | - isoleucina; L - leucina; M - metionina; N - asparagina; P -
prolina; Q - glutamina; S - serina; T - treonina; V - valina; Y - tirosina.

4.3.2.2. Mutacdes ligadas a resisténcia aos fungicidas benzimidazois (tiofanato-

metilico): gene da beta-tubulina (p-tub)

As sequéncias de nucleotideos do gene da beta-tubulina (correspondente aos cédons
152 a 300) obtidas dos 17 isolados de C. plurivorum, um isolado de C. musicola, um isolado de
C. sojae e dois isolados de C. truncatum, apés serem traduzidas para proteinas, nao
apresentaram mutagdes nos codons 167 e 200. Porém, no cddon 198, nas sequéncias de
proteinas dos isolados da espécie C. plurivorum e C. musicola, hd uma substituicdo do
aminoéacido acido glutamico (E) por alanina (A), o que confere resisténcia ao tiofanato-metilico,
confirmando os resultados do teste in vitro realizado com alguns isolados de C. plurivorum. Ja

os isolados de C. truncatum e C. sojae ndo apresentaram a mutacdo (Figura 10).



85

Espécie Isolado esso 170 190 200

C.plurivorum  LFNO007  (res) MK188480 A TIFIS V VP V HQLVENS DJEA T[Flc 1 D
C. plurivorum LFNO010  (res) MK188481 A T|F|S V V P ... VHQLVENS SDEISTIFICID
C. plurivorum LFNO016  (res) MK188482 A T|F|S V V P ... VHQLVENS SDEISTIFICID
C. plurivorum LFNO018 (res) MK188483 A T|F|S V V P VHQLVENS SDEISTIFICID
C.plurivorum LFNO019 (res) MK188484 A T|F|S V V P .VHQLVENS SDREST|F|ICI D
C. plurivorum LFN0023  (res) MK188485 A T|F|S V V P VHQLVENS SDEISTIFICID
C. plurivorum  LFNO025 (res) MK188486 A T|F|S V V P ... VHQLVENS SDEISTIFICID
C.plurivorum LFN0039 (res) MK188487 A T|F|S V V P ... VHQLVENSDEYT|FICI D
C.plurivorum LFN0045 (res) MK188488 A T|F|S V V P ... VHQLVENSDEYT|FICI D
C.plurivorum  LFNOO51 (res) MK188489 A T|F|S V V P ... VHQLVENSDEYT|FICI D
C.plurivorum LFNO0O053 (res) MK188490 A T|F|S V V P ... VHQLVYENS SDENT|FICID
C.plurivorum LFNO088 (res) MK188491 A T|F|S V V P ... VHQLVENS SDENT|FICID
C.plurivorum LFNO104 (res) MK188492 A T|F|S V V P VHQLVENS SDEISTIFICID
C.plurivorum LFNO116  (res) MK188493 A T|F|S V V P .VHQLVENS SDEST|F|ICI D
C.plurivorum LFNO145 (res) MK188494 A T|F|S V V P VHQLVENS SDEISTIFICID
C. musicola LFNO074  (res) MK188495 A T|F|(S V V P ... VHQLVENS SDEISTIFICID
C. sojae LFNO009 (sens) MK188496 A T|F|(S V V P ... VHQLVENSD|E|T|F|C I D
C.truncatum CMES1059 (sens) MK188497 A T|F|S V V P ........ VHQLVENSD|E|T|F|C I D
C.truncatum CMES1076 (sens) MK188498 A T|F|S V V P ....... VHQLVYENSPDI|E|T|F|C I D

2 2222222222222 2Z222Z22Z2

mmmMmmTmTimTimTImMmTFImTmMTFImTmTImMmT mT imm’m/imm

Figura 10. Sequéncias alinhadas de aminoacidos de parte do gene da beta-tubulina, cddons 165 a 171 e
189 a 205, de espécies de Colletotrichum spp. isoladas de plantas de soja. Destacado em preto, é possivel
observar muta¢des no cédon E198A em todos os isolados de C. plurivorum e no isolado de C. musicola.
Aminodcidos: A - alanina; D - &c. aspartico; E - ac. glutdmico; F - fenilalanina; H - histidina; I -
isoleucina; L - leucina; N - asparagina; P - prolina; Q - glutamina; S - serina; T - treonina; V - valina.

4.4. Discussao

O manejo de doencas na cultura da soja no Brasil é realizado principalmente pelo
controle quimico, considerado uma forma eficiente, com resultados répidos, facilmente
aplicaveis e com utilizacdo cada vez mais difundida. Porém, o uso intenso e, as vezes, de forma
inadequada pode acarretar selecdo de isolados fungicos resistentes aos ingredientes ativos
utilizados (FRAC, 2018).

Os fungicidas que apresentam maior risco ao desenvolvimento de resisténcia s&o 0s
sitio-especifico (unisitio), aqueles com modos de acdo especificos e que foram introduzidos
mais recentemente no mercado. Eles atuam em processos celulares especificos, diferente das
moléculas mais antigas, que sdo conhecidas como inibidores multi-sitio por atuarem em uma
ampla gama de processos celulares. Desta forma, a insensibilidade aos sitio-especifico pode
ocorrer com a mudanga de uma Unica proteina alvo, enquanto que para 0s multi-sitio sdo
necessarias multiplas mudancas. Essas caracteristicas, somadas a0 modo de acéo altamente
ativo, sistematicidade nas plantas, bom controle com doses baixas, a biologia e epidemiologia

dos patogenos, fazem com que os sitio-especifico tenham alta vulnerabilidade ao
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desenvolvimento de resisténcias. Os fungicidas com modo de agdo unisitio sdo altamente
seletivos a determinados organismos e, a0 mesmo tempo, pouco toxicos aos seres humanos e a
outras espécies ndo-alvo. Alguns exemplos de grupos quimicos de fungicidas sitio-especifico
sdo os benzimidazois, estrobilurinas, triazdis e carboxamidas. Dos multi-sitio, 0s mais
utilizados sdo os ditiocarbamatos (mancozeb), cloronitrilas (clorotalonil), ctpricos e sulfurados
(BRENT; HOLLOMON, 2007; LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015).

Apesar dos fungicidas serem aplicados comumente em misturas no Brasil, acdo
importante no manejo de resisténcias, isso ndo foi suficiente no caso dos isolados de C.
plurivorum, que apresentaram insensibilidade ou baixa sensibilidade aos fungicidas Qols e
resisténcia ao tiofanato-metilico. Nos ensaios in vitro, o fludioxonil (fenilpirrol) se mostrou
eficiente no controle de oito isolados de C. plurivorum e de dois isolados de C. truncatum. Gao
et al. (2018) determinaram a sensibilidade de 205 isolados de pimenta de C. acutatum ao
fludioxonil e estes tiveram em média a CEso de 0,031 pug mL™, sendo que ndo foram encontradas
populacBes de campo resistentes ao produto. O valor foi proximo da média encontrada nos
isolados do presente trabalho (CEso de 0,056 pg mL™t), considerados altamente sensiveis. No
estudo de Cruz Jimenez et al. (2018) o mesmo produto ndo foi eficiente na inibicdo do
crescimento micelial de isolados de F. oxysporum coletados de plantas sintomaticas de soja. O
modo de ac¢do do fludioxonil ndo foi elucidado, mas ha sugestfes de que seu alvo quimico seja
a via de transducdo de sinal reguladora osmética (FURUKAWA et al., 2012). Desta forma,
apesar dos isolados testados serem sensiveis a essa molécula, é importante acompanhar 0s
niveis de sensibilidade de Colletotrichum spp. e de outras espécies flngicas causadoras de
doencas na soja a este produto, pois, por ser muito utilizado no tratamento de sementes no pais,
a selecdo de isolados resistentes pode ocorrer.

Da mesma forma, os isolados estudados foram sensiveis ao difenoconazol. De acordo
com esse comportamento, Dias et al. (2016) mostraram que dentre nove fungicidas testados,
somente a mistura de azoxistrobina e ciproconazol (mesmo grupo quimico do difenoconazol)
reduziu significativamente a incidéncia da antracnose na soja comparada ao tratamento sem
aplicagdo de fungicidas. A espécie associada a doenga no trabalho citado foi C. truncatum, o
qual também teve, no presente estudo, dois isolados avaliados in vitro (CMES1059 e
CMES1076) e foi considerado altamente sensivel a trifloxistrobina (mesmo grupo quimico da
azoxistrobina). O modo de acédo do difenoconazol é a inibicdo da sintese de membranas (DMIs),
por meio da inibicdo da sintese do ergosterol, ligando-se a enzima 14a-desmetilase, sendo,
portanto, um fungicida sitio-especifico. Apesar de ter o modo de acao especifico, a ocorréncia

de resisténcia decorrente do uso de DMIs em fungos fitopatogénicos é relativamente rara, tendo



87

sido relatada em Phakopsora pachyrhizie, Pyrenophora teres f. sp. teres, Monilinia fructicola,
Erysiphe necator e Blumeria graminis (BRENT; HOLLOMON, 2007; CHEN; LIU;
SCHNABEL, 2013; MAIR et al., 2016; RALLOS; BAUDOIN, 2016; SCHMITZ et al., 2014;
WYAND; BROWN, 2005).

A sensibilidade dos isolados de C. plurivorum testados no método de germinacao de
esporos teve como resultado insensibilidade aos fungicidas trifloxistrobina e piraclostrobina,
enquanto que no método de inibicdo de crescimento micelial, com a mistura do fungicida
piraclostrobina no meio fundente, os isolados de C. plurivorum foram considerados insensiveis,
com baixa ou moderada sensibilidade segundo a escala de Edgington et al. (1971). Esse
comportamento ja foi observado em trabalhos como o de Torres-Calzada et al. (2015), em que
isolados de C. truncatum tiveram a sensibilidade avaliada pelo método de inibicdo de
crescimento micelial, com fungicida incorporado ao meio de cultura, e se mostraram insensiveis
ou com sensibilidade intermediaria ao fungicida azoxistrobina (CEso entre 37,7 e 6318,7 ug
mL1). Isolados de C. acutatum de plantas de pimenta na China, testados quanto a sensibilidade
a trés fungicidas Qols, se mostraram sensiveis a piraclostrobina tanto na inibicdo do
crescimento micelial quanto na germinacdo de esporos, porém para azoxistrobina a CEsg
chegou & 5,17 pg mL™* (moderada sensibilidade) e para a picoxistrobina a 44,67 pug mL™ (baixa
sensibilidade) (GAO et al., 2017). No trabalho de Forcelini et al. (2016), um nivel de resisténcia
similar foi encontrado em alguns isolados de C. acutatum, coletados de morangos nos periodos
de 2012-13, 2013-14 e 2014-15, os quais foram considerados altamente resistentes aos
fungicidas azoxistrobina e piraclostrobina quando a CEso era superior a 100 e 10 pug mL™,
respectivamente. Ou seja, se fosse levada em consideracéo a classificacdo desse trabalho para
o fungicida piraclostrobina, em que os isolados com a CEso acima de 10 pg mL™ sdo
considerados altamente resistentes, dez isolados de C. plurivorum no presente trabalho seriam
considerados altamente resistentes, ao invés de possuirem baixa sensibilidade conforme
classificados na escala de Edgington et al. (1971). A resisténcia aos fungicidas azoxistrobina e
piraclostrobina em C. acutatum de morangos foi conferida por dois pontos de mutacdo no
citocromo b: em 18 isolados, as sequéncias indicaram a presenca das substituicGes de
aminoéacidos de F129L (resisténcia moderada) e G143A (alta resisténcia) (FORCELINI et al.,
2016). Essas mutagdes, além da G137R, j& haviam sido relatadas anteriormente (BAGGIO;
PERES; AMORIM, 2018; BARTLETT et al., 2002; GISI et al., 2002; GRASSO et al., 2006;
HU et al., 2015; NEDDAF et al., 2017).

Era esperado que ocorressem mutac6es no gene do cytb nos isolados de C. plurivorum,

ja que eles se mostraram insensiveis aos fungicidas do grupo das estrobilurinas. Uma possivel
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explicacdo para esse comportamento poderia ser a heteroplasmia do gene do citocromo b, em
que podem ocorrer frequéncias alélicas diferentes no mesmo organismo, ou seja, isolados
resistentes podem expressar alelos que caracterizam sensibilidade e, neste caso, estaria sendo
expresso o alelo G143. No trabalho de Angelini et al. (2012), mutantes espontaneos de Botrytis
cinerea com resisténcia a trifloxistrobina foram selecionados em laborat6rio a partir de isolados
sensiveis do tipo selvagem, porém a mutagdo G143A ndo foi detectada. J& nos isolados
resistentes do campo, todos apresentaram a mutacao. Esses autores sugeriram que isso se deve
ao estado heteroplasmatico das mitocéndrias resistentes, em que os mutantes de laboratorio
eram instaveis na auséncia de selecdo de fungicidas, acarretando a rapida perda de resisténcia.

Também se referiram a heteroplasmia do cytb Vielba-Fernandez et al. (2018). Eles
detectaram a mutacdo G143A tanto em isolados resistentes de Padosphaera xanthii como em
isolados sensiveis. Para entender melhor a problematica, os autores desenvolveram um qPCR
alelo-especifico para quantificar a abundancia dos alelos G143 (sensivel) e A143 (resistente).
Nos isolados resistentes, foi detectada alta abundéncia do alelo A143 (70%), enquanto que 0s
isolados sensiveis também carregavam o alelo mutante em frequéncias de 10 a 60%. Como
apenas foi utilizado PCR convencional no presente trabalho, ndo foi realizada a quantificacéo
de frequéncias alélicas, porém estudos nesse sentido poderiam ser desenvolvidos com isolados
de C. plurivorum para tentar explicar a insensibilidade a estrobilurina. Além disso, outros
possiveis mecanismos de resisténcia aos Qols podem ser investigados, como o efluxo de
moléculas indesejaveis (proteinas transportadoras de efluxo) (FERNANDEZ-ORTUNO et al.,
2008; HAWKINS; FRAAIJE, 2018). A importancia desse esclarecimento € grande, pois vale
ressaltar que as doses recomendadas do produto estrobilurina, intensamente utilizadas em
campos de producdo tanto de soja, quanto das culturas de sucessdo (milho, feijdo, algodéo,
trigo, etc.), para o controle da antracnose e das demais doencas ndo iriam funcionar para essa
nova espécie de patdgeno. Relatos recentes da antracnose causando perdas na producdo podem
estar associadas a insensibilidade aos fungicidas dessas espécies envolvidas no patossistema
(DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

Diferente dessa situacdo, a resisténcia dos isolados de C. plurivorum ao fungicida
tiofanato-metilico, identificada primeiramente no ensaio in vitro, foi comprovada pela
ocorréncia da mutacdo E198A em todos os isolados caracterizados molecularmente, além do
isolado de C. musicola. J& os isolados de C. truncatum ndo apresentaram a substituicdo de
aminoéacidos, estando de acordo com o teste in vitro, juntamente com o isolado de C. sojae. A
mutacdao supracitada j& havia sido detectada em isolados de C. truncatum no trabalho de Torres-
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Calzada et al. (2015), além de outros trabalhos com o género Colletotrichum (HAN et al., 2018;
HU et al., 2015; WONG et al., 2008; YOUNG et al., 2010).

E possivel observar que os dois fungicidas para os quais isolados da nova espécie
causadora da antracnose na soja, C. plurivorum, apresentaram insensibilidade ou resisténcia sdo
sitio-especificos, ou seja, aqueles com modo de acdo especificos e maiores riscos de
desenvolvimento de resisténcias (BRENT; HOLLOMON, 2007). Como este é o primeiro
estudo de sensibilidade a fungicidas da espécie C. plurivorum, ndo se sabe se as resisténcias
sdo restritas apenas aos isolados testados ou se a espécie carrega esta caracteristica em todas as
populacbes. Outra informacdo que deve ser ressaltada é que ja foi relatada a presenca de
reproducdo sexuada e producdo de ascosporos na espécie (DAMM et al., 2019), permitindo
gerar mais geno6tipos adaptados do fungo por recombinacdo genética. Esporos sexuais podem
ser disseminados a longas distancias, conferindo maior dificuldade no controle da doenca. Sob
uma perspectiva evolutiva, populagdes de fungos submetidas a ciclos de reproducgéo sexual e
assexual sdo consideradas como de alto risco em termos do seu potencial para superar
resisténcia a medidas de controle como aplicagdes de fungicidas e uso de cultivares resistentes
(MCDONALD; LINDE, 2002). Neste caso, o controle quimico da doenca se torna cada vez
mais dificil, necessitando um acompanhamento periddico da eficiéncia dos produtos utilizados.

Conforme citado anteriormente (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016), a
ineficiéncia dos fungicidas no controle da antracnose da soja no Brasil vem sendo relatada,
acarretando em perdas na producao, sendo necessario o0 acompanhamento e identificacdo das
espécies envolvidas no patossistema e 0 monitoramento de resisténcias. Este estudo demonstrou
que a caracterizacdo de novas espécies causando doencgas nos campos de soja é importante, ja
que a sensibilidade aos fungicidas frequentemente utilizados pode alterar, ndo s6 a selecdo de
isolados resistentes em espécies ja recorrentes, mas também o aparecimento de novas espécies
insensiveis a diferentes ingredientes ativos. A ocorréncia de mutacbes que conferem
resisténcias a fungicidas em isolados de C. truncatum patogénicos a soja nunca foi relata no
mundo. No entanto, para C. plurivorum, recém relatado como patogénico a soja no pais
(BARBIERI et al., 2017; DAMM et al., 2019), uma mutacdo que confere resisténcia ao
tiofanato-metilico foi detectada neste trabalho em todos os isolados, juntamente com a
insensibilidade ou baixa sensibilidade a fungicidas Qols (trifloxistrobina e piraclostrobina),
enquanto que os isolados de C. truncatum avaliados apresentaram alta sensibilidade a esses dois
grupos quimicos. Para ambas as espécies, os isolados também foram altamente sensiveis ao
fludioxonil e difenoconazol. Estes dois Ultimos ingredientes ativos citados associados a outros

fungicidas com diferentes modos de acéo, por exemplo os multi-sitio, poderiam ser utilizados
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de modo conjunto em aplicagdes foliares e no tratamento de sementes. Vale reforgar que o uso
de misturas so € eficiente quando os principios ativos utilizados, testados de forma isolada, séo
efetivos no controle da doenca.

Assim, fungicidas com diferentes modos de acdo devem ser investigados, além de
estratégias de anti-resisténcia, visando estender a vida Gtil dos produtos quimicos. Além disso,
pode-se estudar a viabilidade e eficiéncia do uso de controle alternativo com produtos

bioldgicos e também de pesquisas visando selecdo de cultivares resistentes.

4.5. Conclusdes

Isolados de Colletotrichum plurivorum e C. musicola, provenientes de plantas
sintomaticas de soja, apresentaram insensibilidade, baixa ou média sensibilidade aos fungicidas
crescimento micelial e da germinagéo de esporos. Para esses mesmos fungicidas, os isolados
de C. truncatum e C. sojae foram classificados como altamente sensiveis (CEso menor que 1
ug mL™).

Os isolados de C. plurivorum e C. musicola apresentaram a mutacdo E198A no gene
da beta-tubulina, que confere resisténcia ao tiofanato-metilico. Dos isolados caracterizados
molecularmente quanto a resisténcia, oito isolados de C. plurivorum foram também testados in
vitro e apresentaram insensibilidade ao fungicida na dose de 100 pug mL™. Os isolados de C.
truncatum foram considerados altamente sensiveis ao produto no teste de inibicdo do
crescimento micelial e ndo apresentaram a mutacdo no gene analisado, assim como o isolado
de C. sojae.

Os oito isolados de C. plurivorum e os dois isolados de C. truncatum, avaliados no
teste de inibicdo do crescimento micelial, foram considerados altamente sensiveis aos

fungicidas difenoconazol e fludioxonil.
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