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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 é 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 esporulacao
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, os
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



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



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

mm milimetro(s)

m metro(s)

RPM rotacdes por minuto
BDA batata-dextrose-agar

PCR reacdo em cadeia da polimerase
DNA acido desoxirribonucleico
S segundo(s)

min minuto(s)

h hora(s)

pL microlitro(s)

mL mililitro(s)

L litro(s)

ng nanograma(s)

g grama(s)

kg quilograma(s)

ton tonelada(s)

uM micromolar

mM milimolar

U unidade(s)

ha hectare(s)

°C graus Celsius
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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 composicdo 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 dleo vegetal), pela indUstria 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, lesbes 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 redugdo 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 morfoldgica 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. CONCLUSOES

Isolados de Colletotrichum com conidios cilindricos, anteriormente nomeados C.
cliviae, foram reclassificados como C. plurivorum. Nove novos isolados de soja sintomatica
dos estados do Mato Grosso e Goias 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 caracterizacdo 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 esporulacio
dos isolados da segunda espécie foi superior aos da primeira. Na medicdo das dimensdes de
conidios, os isolados de C. plurivorum tiveram como média 16,84 x 6,56 um (comprimento X
largura) e os de C. truncatum 23,02 x 3,95 pum.

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 LFN0019 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 producéo de vagens e graos quando comparados ao tratamento n&o inoculado.

No teste de reacédo 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 inéculo, enquanto que as demais cultivares
foram afetadas nos pardmetros avaliados. Esse resultado deve ser levado em consideragdo em
futuras pesquisas com a espécie C. plurivorum, inclusive em repeticbes dos testes de
transmisséo realizados neste estudo.

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?).
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Os isolados de C. plurivorum e C. musicola apresentaram a mutagédo 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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