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RESUMO GERAL

A soja (Glycine max) é considerada a mais importante cultura do agronegdcio brasileiro. Se
consideradas as lavouras contiguas da Argentina, atualmente mais de 50% da producéo
mundial de soja e procedente da América do Sul. Dentre diversas doengas, tem aumentado a
prevaléncia e a intensidade da antracnose, causada principalmente por Colletotrichum
truncatum. Relatos de epidemias severas, com expressiva reducdo de produtividade, sé&o
frequentes, especialmente nos plantios da regido Centro-Norte. Pouco se sabe sobre a
variabilidade morfoldgica, cultural e molecular de C. truncatum e de outras espécies
associadas a antracnose da soja no cone sul da América do Sul. Desta forma, as caracteristicas
morfo-moleculares de 54 isolados de C. truncatum provenientes de regides produtoras de soja
do Brasil e da Argentina foram investigadas. Estudos morfométricos e culturais de C.
truncatum, assim como o uso de RAPD, confirmam a existéncia desta diversidade nos
isolados de C. truncatum. Alguns isolados apresentaram trés tipos de conidiogénese,
incluindo a formacgdo de conidios através de células conidiogénicas nas extremidades das
hifas, em conidiomas no interior de esporoddquis setosos, através de setas férteis ,e forma
inédita para a especie C. truncatum. O sistema RAPD foi eficaz para detectar a diversidade
genética dos isolados de C. truncatum provenientes da América do Sul e para estabelecer o
grau de similaridade entre eles. Este foi maior dentro do grupo de isolados provenientes da
Argentina e menor dentro do grupo de isolados do Brasil. Além disso, os resultados
correlacionaram diferentes grupos com a respectiva origem geogréafica, com agrupamentos
exclusivos ou quase exclusivos de isolados das provincias argentinas e brasileiras em grupos
distintos. Além disso, foi reportada e caracterizada a patogenicidade de Colletotrichum
cliviae, espécie de conidios cilindricos, a soja, em comparacdo com C. truncatum e outras
espécies de Colletotrichum. Um isolado de C. clivae originario do Estado do Tocantins foi
caracterizado morfologicamente e sua relacdo filogenética com C. truncatum e outras espécies
foi estabelecida pelo sequenciamento parcial das regides gendmicas: quitina sintetase (CHS-
1), B-tubulina2 (TUB-2), gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GPDH), calmodulina (CAL),
Actina (ACT) e rDNA ITS (ITS) e as sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias
de outras espécies de Colletotrichum depositadas no GeneBank. Foram evidenciados clados
de Colletotrichum associados a soja através da analise filogenética gerada a partir da anélise
de parcimonia. A andlise filogenética agrupou o isolado de Tocantins com isolados de C.
cliviae, com formagéo de subgrupos, indicando a existéncia de linhagens. A patogenicidade
deste isolado, juntamente com cinco outros isolados de C. truncatum foi comparada em 16
gendtipos de soja e diferencas de agressividade foram detectadas. Este é o primeiro relato de
C. clivae como agente etioldgico da antracnose em soja e o primeiro relato da espécie no
Brasil. Foi obtida a formacdo in vitro da fse ascdgena de C. clivae, pertencente a uma espécie
do género Glomerella. Esta descoberta reforca o conceito que a antracnose em soja é causada
por um complexo de espécies de Colletotrichum, tanto de conidios falcados quanto
cilindricos. As perdas devidas a doenga no Brasil permanecem inderteminadas. Ainda, sdo
frequentes os relatos de campo sobre a baixa eficiéncia de fungicidas para o controle da
antracnose. Desta forma, testou-se a eficacia de fungicidas atualmente registrados para a
cultura, bem como foram estimadas as perdas nas condi¢Oes avaliadas. Foram conduzidos
ensaios em lavouras comerciais em Alvorada, TO em duas safras consecutivas, com a cv. M-
Soy 9144 RR. O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com quatro repeticdes e
parcelas de 18 m? (seis linhas de seis m). Foram realizadas duas aplicacdes de fungicidas, nos
estddios R1/R2 e R5.2, e avaliados 10 produtos comerciais registrados para a cultura. A
incidéncia de vagens sintomaticas foi determinada em R6. Na safra 2010/2011, apenas
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Azoxistrobin + Ciproconazol apresentou indices de incidéncia da doenca significativamente
menores do que a testemunha, a qual ndo diferiu dos demais tratamentos. Na safra 2011/2012
ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos e a testemunha. As incidéncias em
vagens nas duas safras variaram entre 10.7-15.6% e 9.5-16.3% respectivamente. As
produtividades variaram entre 3.288 e 3.708 Kg ha™ nas testemunhas e maximos de 3.966 e
4.110 Kg ha™ nas parcelas tratadas, respectivamente em 2010/2011 e 2011/2012. Foram
detectadas fortes e significativas correlacdes negativas entre a produtividade e a incidéncia da
antracnose (r entre 0,81 e 0,85 nas duas safras). Andlise de regressao indicou que a cada 1%
de incremento da doenca, cerca de 90 Kg/ha de gréos foram perdidos. Conclui-se que € alta a
diversidade de C. truncatum, principal agente causal da antracnose da soja na América do Sul
e que populacdes desta espécie estdo possivelmente estruturadas geograficamente; que a
espécie C. clivae é patogénica a soja e ocorre em condigdes naturais no norte Brasil; que a
doenca é responsavel por perdas significativas de producdo e que o controle quimico com
fungicidas sintéticos € insuficiente como unico método de manejo da doenca.
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THESIS ABSTRACT

Soybean (Glycine max) can be arguably considered the most important Brazilian field
crop. If the contiguous Argentinian crops are included, more than 50% of the world’s
production comes from South America. Among several diseases, the prevalence and intensity
of anthracnose, caused mainly by Colletotrichum truncatum, is increasing. Reports of severe
epidemics, with expressive yield loss are frequent, especially from North-Central Brazil, but
the reasons for these are not known. Knowledge about the morphological, cultural and
molecular variability of C. truncatum and other anthracnose-related species associated to
soybean in South America is scarce. Therefore, the morpho-molecular characteristics of 54
South American isolates of C. truncatum were studied in Chapter I. RAPD was used for
estimating the genetic variability of the isolates. Results demonstrated morphological, cultural
and genetic diversity of C. truncatum. Some isolates presented three types of conidiogenesis,
including conidial formation from conidiogenous cells on hyphal extremities, in conidiomas
in acervuli and in a yet-unreported manner for C. truncatum, directly from fertile setae. RAPD
was efficient in detecting the genetic diversity present in the collection of C. truncatum
isolates from South America, and was capable of establishing the degree of intra-group
similarity, which is greater in the group of Argentinian isolates as compared to the group of
Brazilian isolates. Furthermore, the results evidenced the correlation of geographical origin
with molecular grouping, with the exclusive or semi-exclusive assembling of Brazilian and
Argentinian isolates in distinct clades. Chapter 2 aimed at the description and pathogenic
characterization of Colletotrichum cliviae (a cylindrical conidia species), as a yet unreported
soybean pathogen, in contrast with C. truncatum. One isolate of C. clivae, from the state of
Tocantins was characterized morphologically and its phylogenetic relation to C. truncatum
and other Colletotrichum species was established, by means of comparison of fragments of
the genomic region of the following genes: chitin synthetase (CHS-1), B-tubulin 2 (TUB-2),
glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase (GPDH), calmodulin (CAL), Actin (ACT) and
rDNA ITS (ITS), which were compared to the deposited sequences of several species of
Colletotrichum at the GeneBank. Several clades of Colletotrichum associated to soybean were
detected through parsimony analysis. The phylogenetic analysis clustered the TO isolate with
other C. cliviae isolates, albeit with the formation of subgroups, indicating the presence of
fungal lines. Pathogenicity and aggressiveness of the C. clivae isolate was compared with
other five C. truncatum isolates, on 10 soybean genotypes, and differences in aggressiveness
were detected. This is the first report of C. clivae as an etiological agent of soybean
anthracnose, and the first report of the species in Brazil. The teleomorph of C. clivae was
obtained in vitro and corresponds to the genus Glomerella. This finding reinforces the concept
that the etiology of soybean anthracnose is complex, involves several Colletotrichum species,
including species with falcate and cylindrical conidia. A systematic study of soybean losses
due to anthracnose has not been attempted in Brazil. However, field reports of low fungicide
efficiency against the disease are frequent. Therefore, the objective of Chapter 3 was to
elucidate the level of efficiency of present-day fungicides to control the disease and estimate
grain yield lost due to anthracnose. Field studies were carried out for two consecutive years in
commercial crops in Alvorada County, TO, on cv. M-Soy 9144 RR. A complete randomized
experimental design was used, with four replicates and 18 sg-m plots (six 6-m lines).
Fungicides were applied twice, at phenological stages R1/R2 and R5.2. Ten commercial
formulas, approved for use in soybean were evaluated. The incidence of symptomatic pods
was determined at R6. In the 2010/2011 season, only Azoxistrobin + Cyproconazole resulted
in disease levels significantly lower than in the non-sprayed control plots, but it did not
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differed significantly from the other treatments. In the 2011/2012 season, there were no
differences among synthetic fungicide treatments and the non-sprayed control plots. The
incidences of symptomatic pods varied between 10.7-15.6% and 9.5-16.3% in each respective
planting season. Grain yields varied between 3,288 and 3,708 Kg ha™ in the non-sprayed plots
and maxima between 3,966 and 4,110 Kg ha™ in treated plots, in 2010/2011 and 2011/2012,
respectively. There were strong and statistically significant negative relations between grain
yield and anthracnose incidence (r between 0.81 and 0.85 in the two seasons). Regression
analysis indicated that for each 1% increment in disease incidence, c. 90 Kg of grain is lost
per hectare. The following conclusions are offered: Populations of C. truncatum, the main
etiological agent of soybean anthracnose in South America, are diverse and possibly
geographically structured; C. clivae is pathogenic to soybean, and occurs naturally in field
crops of Northern Brazil; Anthracnose is responsible to significant yield losses and chemical
control by synthetic fungicides is insufficient for disease manage as the sole method of
control.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma leguminosa cultivada nos territorios que hoje
constituem a China ha mais de 5.000 mil anos e apresenta grande importancia como
oleaginosa no mercado mundial. A expansdo da cultura no Brasil aconteceu a partir dos anos
70, em razdo do interesse crescente da industria de Oleo e da demanda do mercado
internacional (Zockun, 1978). Atualmente, é uma das mais importantes culturas agricolas do
agronegocio brasileiro.

O Brasil devera se tornar o maior produtor mundial de soja na safra 2013/2014, de
acordo com projecbes divulgadas pelo Ministério da Agricultura. Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab) a proxima safra devera render entre 87,6 milhdes e 89,7
milhGes de toneladas em uma éarea plantada de 29,3 milhdes de ha. No mesmo periodo, 0
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos prevé que a producdo da commodity
naquele pais sera de 85,7 milhGes de toneladas

(http://www.cisoja.com.br/index.php?p=noticia&idN=17636).

A Argentina, terceiro produtor mundial (http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx),

também tem previsao de safra recorde em 2013/2014, estimada em 54 milhdes de toneladas
em uma area de 20,3 milhGes de ha. Desta forma, atualmente mais de 50% da producao
mundial de soja é procedente da América do Sul.

Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos em soja,
aproximadamente 40 doengas causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus ja foram
identificadas no Brasil. Esse nUmero continua aumentando com a expansdo da soja para novas
areas e, também em consequéncia da monocultura. A importancia econémica de cada doenca
varia de ano para ano e de regido para regido, dependendo das condigdes climéticas de cada

safra. As perdas anuais de produgdo por doengas séo estimadas em cerca de 15% a 20%,
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entretanto, algumas doencas podem ocasionar perdas de quase 100% em lavouras especificas
(EMBRAPA, 2008).

A grande dimensdo da area cultivada com soja, a monocultura e a semeadura direta
favorecem a ocorréncia das doencas, algumas das quais tém aumentado em prevaléncia e
intensidade, como a antracnose. Esta doenca, cujo agente causal é atualmente descrito no
taxon Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore (Hyde et al., 2009), tem causado
perdas significativas quando as condic¢Bes climaticas sdo favoraveis, temperatura acima de

25°C e periodo de molhamento superior a 24 h (Embrapa, 2008).

Identidade do agente causal da antracnose da soja

A antracnose da soja foi relatada pela primeira vez em 1917, na Coréia, por S.
Takimoto e seu agente etioldgico foi identificado por Hemmi como Colletotrichum glycines
Hori e Glomerella glycines como fase teleomoérfica (Lehman & Wolf, 1926). Em 1951,
Tiffany concluiu que G. glycines é teleomorfo de C. destructivum. Contudo, Holderman
(1950) e Tiffany & Gilman (1954) concluiram que C. glycines € indistinguivel de
Colletotrichum truncatum, agente etiolégico da antracnose de feijao-fava (Phaseolus lunatus
L.), devendo este nome ter prioridade por ter sido estabelecido primeiro. Portanto, atualmente,
0 agente causal da antracnose da soja é denominado Colletotrichum truncatum (Schw) Andrus
& Moore (Hyde et al., 2009).

Apesar de C. truncatum ser o taxon mais comumente associado com a antracnose da
soja, outras especies de Colletotrichum também estdo envolvidas, tais como C. destructivum
(teleomorfo G. glycines (Hori) (Lehman & Wolf), C. gloeosporioides (Penz.) Sacc.
(teleomorfo G. cingulata (Ston.) Spauld; Schrenk) e C. graminicola (Ces.) Wilson

(teleomorfo desconhecido) (Sinclair & Backman, 1989).



No Brasil, a antracnose foi observada pela primeira vez em 1961, no Rio Grande do
Sul ¢é considerada de ocorréncia generalizada nas lavouras, afetando vagens em sua fase
inicial de formacao e, considerada por alguns autores, como um dos principais problemas da
soja na regido do cerrado (Nunes Junior et al., 2003).

Colletotrichum é um género anamorfico pertencente a Sordariomycetes com fase
ascogena em Glomerella. Recentemente foi eleito o oitavo mais importante grupo de fungos
fitopatogénicos (Dean et al., 2012). O foco do sistema de classificacdo € o estado anamorfico
do género, uma vez que o estado teleomorfico € comum apenas em poucas espécies do
género. (Vaillancourt et al., 2000).

Colletotrichum truncatum pertence ao grupo de Colletotrichum com conidios curvos
(Damm et al., 2007) que inclui outras importantes espécies, tais como C. graminicola e C.
dematium, que ja foram associadas com a antracnose da soja (Hartman et al., 1999).
Recentemente duas espécies com conidios truncados, C. chlorophyti e C. incanum, foram
descritas como causadoras da antracnose em soja nos EUA (Yang et al., 2012, 2014), mas ndo
foram encontradas em nenhuma outra regido produtora. Além disso, segundo Hartmann et al.
(1999), espécies de Colletotrichum com conidios cilindricos também estdo associadas a
antracnose da soja, tal como C. gloeosporioides.

Colleotrichum truncatum forma acérvulos tipicos, com setas pigmentadas e septadas,
conidioforos eventualmente ramificados proximo a base, células conidiogénicas cilindricas,
hialinas e fialidicas, conidios unicelulares, hialinos, falcados, produzindo apressorio
pigmentado e de formato variavel, ap6s a germinacdo. Em cultura pura, o conidioma é
frequentemente reduzido, o tecido basal e as setas podem estar ausentes ou a célula
conidiogénica pode ser formada diretamente no micélio.

Os conidios medem 19,5 a 24 x 2 a 2,5 mm, s&o fortemente curvados, fusiformes com

as extremidades afiladas. Os apressorios séo abundantes, com variagdo de 8,0a11,5x6,5a8
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pum, clavados ou circulares. O taxon parece ter elevada diversidade intraespecifica
(Alexopoulos et al., 1996; Hyde et al., 2009; Sutton, 1980). Outra importante espécie
fitopatogénica de conidios curvos, C. capsici foi considerado semelhante a C. truncatum,
podendo ser distinguido por seus hospedeiros e regides de ocorréncia. Estas duas espécies
foram recentemente sinonimizadas, sendo C. capsici homénimo junior de C. truncatum (Hyde
et al., 2009).

O conjunto de informacdes disponiveis indica que a etiologia da antracnose da soja
ndo esta plenamente esclarecida necessitando de estudos aprofundados, especialmente na
Ameérica do Sul. Até o momento na América do Sul, dentre as espécies com conidios curvos,
apenas C. truncatum foi associada a soja e nenhum estudo de estrutura da populacédo foi

concluido e esta disponivel na literatura.

Sintomatologia

As plantas de soja podem ser infectadas em todos o0s seus estagios de
desenvolvimento, atingindo folhas, peciolos, hastes, vagens e pedicelos. Quando o fungo é
transmitido pela semente, os primeiros sintomas sdo observados durante a germinacéo,
causando damping-off em pré ou pds-emergéncia. Nas plantulas que emergem aparecem nos
cotilédones lesbes necroticas deprimidas de cor cinza a negra podendo ocasionar a morte da
plantula (Bailey & Jeger, 1992; Campos et al., 2006).

Os sintomas mais comuns séo lesdes escuras, de forma irregular, formando depressdes
nas hastes, peciolos e, em vagens as quais nos estadios iniciais as mesmas adquirem coloracéo
castanho-escura a negra e ficam retorcidas. Nas vagens em granacéo, as lesdes iniciam-se por
estrias de anasarca e evoluem para manchas negras, podendo atingir toda a vagem. As lesGes
nas vagens sdo de forma indefinida e de coloracdo castanho-escura, recobertas por acérvulos,

cujas numerosas setas de cor negra facilitam a identificacdo da doenca. Vagens infectadas no
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inicio de sua formacdo podem ndo produzir sementes e, em casos de infeccdo tardia, a
qualidade das sementes e afetada (Hartman et al.,1999). Nas folhas, resultam em lesbes na

parte abaxial das folhas, onde podem ser encontradas nervuras necrosadas de coloracdo negra.

Epidemiologia, manejo e perdas causadas pela antracnose da soja

O fungo pode infectar as sementes, tornando-as o principal veiculo de disseminacéao e
introducdo da doenca em novas areas de cultivo, aléem de causar uma reducdo consideravel da
sua germinacao (Henning, 1994). O patdgeno sobrevive em restos de cultura e em outros
hospedeiros, o que dificulta o0 manejo. A infeccdo pelo patdgeno nos ramos e vagens, em anos
com as condi¢Bes climaticas favoraveis a doenca, afeta o rendimento da cultura. A doenca
pode causar perda total na producdo em funcéao da alta reducdo do nimero de vagens, além de
induzir a retencdo foliar e a haste verde na planta (Embrapa, 2008).

As condi¢bes climaticas que favorecem o aparecimento da doenca sdo chuvas
prolongadas, dias nublados, temperatura entre 24 e 30°C, alta populacdo de plantas,
deficiéncia de potassio no solo e infestacdo e danos de percevejos ( Embrapa, 2008). Também
responsaveis pelo aumento da incidéncia da doenca o cultivo continuo da soja, o
estreitamento nas entrelinhas e o uso de sementes infectadas (Embrapa, 2008). Outro fator
que pode influenciar no desenvolvimento da doenca é a quantidade de indculo presente na
area.

Em estudo realizado com antracnose da lentilha (Lens culinaris), também causada por
C. truncatum, Chongo & Benier (2000), concluiram que quanto maior a concentracdo de
indculo, menor seréd o periodo de incubagdo, menor serd o periodo latente, maior a quantidade
de lesbes nas hastes e maior a severidade da doenca. Além disso, 0s mesmos autores
definiram que entre 16 a 28°C, quanto maior a temperatura, menor o periodo de incubacéo,

menor o periodo latente, maior a quantidade de lesfes nas hastes e maior a severidade da
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doenca. Para o periodo de molhamento foliar, esses autores determinaram que quanto maior a
sua duracdo (passando de 12 para 48 h), menor foi o periodo de incubacdo, menor o periodo
latente do fungo, maior a quantidade de lesdes nas hastes e maior a severidade da doenca.

As duas principais fontes de indculo da antracnose sdo as sementes e 0S restos
culturais de soja, embora o fungo também possa estar presente em outras plantas hospedeiras.
Os patdgenos podem estar associados as sementes de diferentes maneiras, simplesmente
acompanhando-as, aderidos a sua superficie e carregados de forma passiva ou, transportados
nos tecidos internos, infectando as sementes. No caso de Colletotrichum spp., o fungo é
transportado principalmente nos tecidos internos das sementes (Machado, 1988).

Colletotrichum truncatum possui uma ampla gama de hospedeiros. Alguns deles sao:
Acécia longifdlia, Alycarpus sp., A. zeyheri, Arachis hypogaea, Cajanus cajan, Canavalia
ensiformis, Cassia sp., Centrosema pubescens, Calopogonium mucunoides, Crotalaria
juncea, Crotalaria sp., Lablab purpureus, Lotus corniculatus, Lotus uliginosus, P.
guadrangulatus, Phaseolus sp., Pisum sativum, Sesbania exalta, S. seban, Trifolium
alexandrinum, T. fragiferum, T. pratense,T. subterraneum, Vicia villosa, Vigna aconitifolia,
V. mungo, V. radiatus, V. unguiculata, Vigna sp. e Glycine Max, Medicago sativa, Capsicum
spp. (Hyde et al., 2009).

De acordo com os autores acima mencionados, existem relatos da doenca na Malasia,
india, Zambia, Australia, Gambia, Guinea, Tanzania, Nigeria, Hong Kong, Filipinas,
Zimbabue, EUA, Paquistdo, Arabia Saudita, New Britain, Cuba, Quénia, Trinidad, Honduras,
Malawi, Uganda, Africa do Sul, Bangladesh, Mauritius e Guiana. Na América do Sul, a

antracnose ja foi relatada na Argentina, Venezuela, Chile e Brasil (Bailey & Jeger, 1992).



Emprego de técnicas moleculares para identificacdo de Colletotrichum spp.

A alta variabilidade inter e intra-especifica de Colletotrichum, manifestada pela
morfologia da colbnia, forma dos conidios, presenca e forma de setas, apressorios,
pigmentacdo, patogenicidade, além de outras caracteristicas ja esta bastante documentada
(Sutton, 1980), e por isso a diferenciacdo de espécies de Colletotrichum vém sendo feita com
apoio de meétodos moleculares. Cai et al., (2009), definem metodologias para estudo de
Colletotrichum, dentre elas os autores indicam controle das condicdes ambientais e
metodoldgicas para reduzir a variabilidade na expressao dos caracteres morfolégicos uma vez
que os caracteres morfoldgicos apresentam alta plasticidade fenotipica em cultura e enfatizam
a importancia dos métodos moleculares especialmente das analises multigénicas. A
padronizacdo dos estudos do complexo Colletotrichum tende a gerar informacGes mais
consistentes, permitindo padrdes de comparacGes com maior confiabilidade nas informacoes.

A amplificacdo de fragmentos polimorficos pela PCR usando primers de sequéncia
arbitraria (RAPD, AP-PCR) é hoje uma tecnologia estabelecida e amplamente utilizada para
gerar informacdo sobre variabilidade ao nivel de DNA para as mais diversas aplicacdes na
analise genética de procariotos e eucariotos. As aplicacdes mais comuns incluem mapeamento
genético, genética de populaces, sistematica molecular, fingerprinting de genétipos e selecao
assistida por marcadores no melhoramento de plantas e animais domésticos. A possibilidade
de se obter um grande nimero de marcadores genéticos sem qualquer informacao prévia sobre
a genética do organismo, a rapidez e simplicidade na aquisicdo dos dados, o baixo custo e
acessibilidade desta tecnologia tém sido os principais fatores que levaram a sua rapida adocao
por diversos grupos de pesquisa no mundo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

As primeiras aplicacdes do sequenciamento de DNA para distinguir espécies de
Colletotrichum foram publicadas por Mills et al., (1992) e Sreenivasaprasad et al. (1992).

Esses autores identificaram variacdo nas sequéncias da regido ITS1 de rDNAm entre seis
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especies de Colletotrichum, bem como a deteccdo de polimorfismo na mesma regido entre as
linhagens de C. gloeosporioides de diferentes hospedeiros. As primeiras analises
filogenéticas multilocus de espécies de Colletotrichum foram publicadas por Talhinhas et al.
(2002), estudando um complexo de C. acutatum, e usando regiGes codificantes dos genes
tub2, HIS4 e mtSSu, encontraram nos trés locos niveis semelhantes de resolucéao filogenética.
As andlises multilocus se tornaram comuns gracas & progressiva reducdo do custo de
sequenciamento. Atualmente séo utilizadas sequéncias geradas a partir dos seguintes locos:
actina, (ACT), calmodulina (CAL), quitina sintetase | (CHS1), DNA liase (APN2), manganés
superdxido dismutase (SOD2), a grande subunidade de RNA polimerase 1l (RPB1) e o fator

de alongamento da traducdo 1-a (EF14) (Cannon et al., 2012).

Controle da antracnose da atraves da resisténcia genética do hospedeiro

E relevante o conhecimento das caracteristicas, morfoldgicas, culturais, moleculares e
patogénicas das diferentes espécies de Colletotrichum, principalmente no que se refere a
variabilidade inter e intraespecifica do patdgeno de maneira global, uma vez que a partir do
conhecimento aprofundado das caracteristicas gerais e comportamentais do patdgeno
estratégias de manejo mais adequadas podem ser adotadas. Um dos métodos de controle de
fitopatdgenos com melhores resultados é a resisténcia genética. Ha dois tipos de resisténcia,
uma denominada “raga-especifica”, a qual obedece ao fundamento expresso pela lei do gene-
a-gene, com pareamento especifico entre genes do patdgeno e do hospedeiro, sendo
qualitativamente expressa com efeito evidente, mas que pode ser contornada pela prépria
diversidade genética da populacdo do patogenol (Liu et al.,2001). Outro tipo é a chamada
“resisténcia parcial”, que atua retardando a infecgdo, crescimento e reprodugdo do patdogeno

em plantas adultas, mas ndo em plantulas (Shaner, 1973). A grande durabilidade da



resisténcia parcial é relacionada a expressdo de um conjunto de genes menores e cuja heranca
quantitativa é considerada complexa.

O manejo integrado até 0 momento € a melhor alternativa na tentativa de minimizar os
danos causados pela antracnose da soja em regides favoraveis a doenca. Praticas como
aquisicdo de sementes de alta qualidade fisiologica e sanitaria, tratamento de sementes com
fungicidas, adubacéo equilibrada principalmente a potassica, espacamento adequado, evitando
adensamento o que ocasiona um micro-clima favoravel para a ocorréncia de doencas. Outros
pontos importantes a considerar sdo 0 grau de competicdo entre plantas e dificuldade de se
atingir o alvo no momento das aplicacdes de fungicidas, a rotacdo de cultura e o plantio de
variedades resistentes. Além desses, a escolha de cultivares de soja com resisténcia parcial

pode ter um papel importante na reducdo dos niveis finais de antracnose da soja.
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OBJETIVOS

Avaliar a variabilidade morfolégica e molecular via RAPD das populacbes de
Colletotrichum truncatum associados a cultura da soja de diversas regides do Brasil e
da Argentina.

Estudar as diferencas de patogenicidade e agressividade de isolados de Colletotrichum
associados a soja, bem como avancar no esclarecimento da identidade dos agentes
etioldgicos associados a cultura no Brasil, com base em ferramentas classicas e
moleculares, incluindo sequenciamento multigénico.

Deteccao de resisténcia de genotipos de soja a antracnose.

Avaliar a eficacia de grupos quimicos de fungicidas e perdas na produtividade devido

a ocorréncia da antracnose na soja.
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CAPITULO 1

VARIABILIDADE MORFO-MOLECULAR DE Colletotrichum truncatum
ASSOCIADO A ANTRACNOSE DA SOJA NA AMERICA DO SUL

RESUMO

A soja (Glycine max) € uma das mais importantes culturas do agronegocio do Brasil e da
Argentina, com uma area combinada de 49,3 milhdes de ha e somam mais de 50% da
producdo mundial do grdo. Essa grande extensdo da area cultivada na Ameérica do Sul,
praticamente contigua, da latitude 8-10°S (estados do MA, MT e TO) a latitude 30-32°S
(provincias de Cordoba, Santa Fé e Entre Rios), em monocultura e semeadura direta, é
favorével a ocorréncia de diversas doengas bioticas. Dentre elas tém aumentado a prevaléncia
e a intensidade da antracnose, cujo principal agente causal é o fungo Colletotrichum
truncatum. Diversos relatos de campo de ocorréncias de antracnose, com perdas de producéo,
ineficiéncia de controle quimico e ampliacdo da ocorréncia geografica vém sendo registrados
na regido Central e Norte do Brasil, sem que as razdes para isso estejam esclarecidas. Pouca
informacdo disponivel sobre a diversidade do agente etiologico na América do Sul. Desta
forma, o presente capitulo apresenta um estudo da variabilidade morfo-molecular de uma
colecdo de 54 isolados de C. truncatum, provenientes de diversas regides produtoras de soja
no Brasil e na Argentina. Utilizando-se a microscopia de luz e a técnica RAPD foram
encontradas variagfes quanto as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas, crescimento
micelial, coloragéo, aspecto e zona de crescimento de colonias. Alguns isolados apresentaram
trés tipos de conidiogénese, incluindo formacdo de conidios em células conidiogénicas nas
extremidades das hifas, em conidiomas no interior de acérvulos e uma forma inédita para C.
truncatum, através de setas fertéis. A técnica RAPD foi eficaz em detectar diversidade
genética de isolados de C. truncatum provenientes da América do Sul. Foi eficiente em
estabelecer o grau de similaridade dentro dos grupos de isolados provenientes da Argentina e
do Brasil, sendo maior a similaridade dentro do grupo de isolados da Argentina e maior a
diversidade dentro do grupo de isolados brasileiros. Além disso, os resultados evidenciam
alguma estruturacdo geografica das populacdes, com agrupamentos exclusivos ou quase
exclusivos de isolados das provincias argentinas e brasileiras em grupos distintos.

Palavras-chave: RAPD, Morfologia, Variabilidade genética.
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ABSTRACT

Morpho-molecular variability of Colletotrichum truncatum associated to soybean
anthracnose in South America

Soybean (Glycine max) is one of the most important field crops in Brazil and Argentina,
which have a combined area of 49.3 million ha and together account for more than 50% of
world production. The South American soybean crop extends from latitude 8-10°S (Brazilian
states of MA, MT and TO) to latitude 30-32°S (Argentinian provinces of Cordoba, Santa Fé
and Entre Rios). This massive contiguous area constitutes an important sanitary risk to the
crop. Among several diseases, the prevalence and intensity of anthracnose, caused mainly by
Colletotrichum truncatum, is increasing. Reports of severe epidemics, with expressive yield
loss are frequent, especially from North-Central Brazil, but the reasons for these are not
known. Knowledge about the morphological, cultural and molecular variability of C.
truncatum and other anthracnose-related species associated to soybean in South America is
scarce. Therefore, the morpho-molecular characteristics of 54 South American isolates of C.
truncatum were studied in Chapter 1. Traditional light microscopy and RAPD analysis were
used for estimating the genetic variability of the isolates. Results demonstrated
morphological, cultural (mycelial growth, color, etc) and genetic diversity of C. truncatum.
Some isolates presented three types of conidiogenesis, including conidial formation from
conidiogenous cells on hyphal extremities, in conidiomas in acervuli and in a yet-unreported
manner for C. truncatum, directly from fertile setae. RAPD was efficient in detecting the
genetic diversity present in the collection of C. truncatum isolates from South America, and
was capable of establishing the degree of intra-group similarity, which is greater in the group
of Argentinian isolates as compared to the group of Brazilian isolates. Furthermore, the
results evidenced the correlation of geographical origin with molecular grouping, with the
exclusive or semi-exclusive assembling of Brazilian and Argentinian isolates in distinct
clades.

Key words: morphology, RAPD , genetic variability
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1-INTRODUCAO

A soja € uma das mais importantes culturas agricolas do agronegécio brasileiro e

Argentino (http://www.cisoja.com.br/index.php?p=noticia&idN=17636). Atualmente mais de

50% da producdo mundial de soja é procedente da América do Sul. As lavouras sul-
americanas estendem-se, de maneira quase ininterrupta, desde as latitudes 8-10°S, ao norte do
Brasil (Estados do Maranhdo, Piaui, Mato Grosso e Tocantins), até os paralelos 30-32°S, nas
provincias de Cdrdoba, Santa Fé e Entre Rios na Argentina.

A grande extensdo da area cultivada com soja na América do Sul, a maior parte em
monocultura e em semeadura direta, é favordvel a ocorréncia de diversas doengas, algumas
das quais tém aumentado prevaléncia e intensidade, entre elas a antracnose. Esta doenga, cujo
principal agente causal é o fungo Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore (Hyde
et al., 2009), causa danos de 15% a 20% ao rendimento de grdos, especialmente no centro e
norte do Brasil,Nessas regidesas condi¢cBes climaticas (temperatura superior a 25 °C e
incidéncia de molhamento foliar superior a 24 h) sdo favoraveis a doenca (Embrapa, 2008).

A alta variabilidade inter e intra-especifica de Colletotrichum, manifestada pela
morfologia da coldnia, forma dos conidios, presenca e forma de setas, apressorios,
pigmentacdo, patogenicidade, além de outras caracteristicas tem sido insuficiente para a
correta identificacdo das espécies (Sutton, 1980), e por isso a diferenciacdo de espécies de
Colletotrichum vem sendo feita por métodos moleculares.

Cai et al. (2009) definiu medotologias para estudo de Colletotrichum o qual os autores
consideram importante o controle das condicdes ambientais e metodoldgicas as quais
favorecem a variabilidade nas expressdo dos caracteres morfolégicos e a importancia dos
métodos moleculares especialmente das analises multigénicas. A padronizagdo dos estudos do

complexo Colletotrichum tende a gerar informagGes mais consistentes, permitindo padrées de
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comparagbes com maior confiabilidade nas informagfes. Esses métodos ainda provem
estimativas da diversidade genética e sdo utilizados para estudar a estrutura de populacdes do
género, notadamente a nivel subespecifico (Menezes, 2006).

C. truncatum pertence ao grupo, dentro do género, que forma conidios curvos (Damm
et al., 2007) em companhia de outras importantes espécies, tais como C. graminicola e C.
dematium, que ja foram associadas com a antracnose da soja (Hartman et al., 1999). Ainda
segundo Hartmann et al., (1999), outras espécies de Colletotrichum, com conidios cilindricos
também estdo associadas a antracnose da soja, tal como C. gloeosporioides. Recentemente
duas outras espécies com conidios truncados, C. chlorophyti e C. incanum, foram descritas
como causadoras da antrachose em soja nos EUA (Yang et al., 2012, 2014), mas nao foram
encontradas em nenhuma outra regido produtora. O conjunto de informacdes disponiveis
indica que a etiologia da antracnose da soja ndo esta esclarecida e necessita de estudos
aprofundados, especialmente na Ameérica do Sul.

Até o momento na América do Sul, dentre as espécies com conidios curvos, apenas C.
truncatum foi associada com a antracnose da soja e nenhum estudo de estrutura da populacéo
foi concluido. Embora a doenca é considerada uma das principais da regido do cerrado
brasileiro podendo causar até perda total da lavoura (Embrapa, 2008), sdo raros os estudos
sobre a diversidade genética dos isolados de C. truncatum associados a cultura.

As perdas podem estar relacionadas a variabilidade intrinseca do patégeno e ao
aumento da prevaléncia de isolados mais agressivos e adaptados ao hospedeiro e ambiente.
Pode-se especular que relatos de ampliacdo da ocorréncia geografica e de aumento na
agressividade de fitopatdogenos podem ser debitados tanto a fatores climaticos, quanto
geneéticos, i.e., de adaptacao as novas variedades de hospedeiros.

Colletotrichum é reconhecido como um género muito variavel. Segundo Roca et al.,

(2003) ¢ Sant’anna et al., (2010), o0s mecanismos capazes de gerar variabilidade em
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Colletotrichum estdo o ciclo parasexual, a reproducdo sexuada, a troca de material genético
por conidial anastomosis tubes (CATS) anastomose entre conidios durante a germinacao,
anastomose de hifas e mutacdo. Esses eventos provavelmente sdo atuantes nas populacdes de
C. truncatum associados a soja na América do Sul gerando diversidade genética do patdgeno
nas regides produtoras de soja do Brasil e da Argentina.

A amplificacdo de fragmentos polimorficos pela PCR usando primers de sequéncia
arbitraria (RAPD, AP-PCR) é amplamente utilizada para gerar informacao sobre variabilidade
de DNA para diversas aplicacfes na analise genética de procariotos e eucariotos (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Aplicacdes comuns incluem mapeamento genético, genética de
populacdes, sistematica molecular, fingerprinting de gendtipos e selecdo assistida por
marcadores no melhoramento de plantas e animais domésticos. A possibilidade de se obter
um grande nimero de marcadores genéticos sem qualquer informacao prévia sobre a genética
do organismo, a rapidez e simplicidade na aquisicdo dos dados, o baixo custo e acessibilidade
desta tecnologia tém sido os principais fatores que levaram a sua rapida adoc¢édo por diversos
grupos de pesquisa (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade
morfo-molecular de uma colecdo de isolados de C. truncatum associados a sintomas de
antracnose da soja, provenientes das diversas regides produtoras de soja do Brasil e da

Argentina entre as latitudes 8-10°.S e 30-32° S.
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2-MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos estudos de variabilidade morfométrica e molecular de uma colecéao
sulamericana de isolados de Colletotrichum truncatum associados a cultura da soja. A
caracterizagdo morfologica dos isolados foi conduzida no Laboratério de Epidemiologia
Boténica da Universidade de Brasilia. Para os estudos de variabilidade populacional foi
utilizado o método RAPD, no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia — Cenargen, Brasilia, DF, entre maio e julho de 2012. Para
confirmacéo da identidade das amostras a nivel especifico, um segmento do gene que codifica
a quitina sintetase (CHS-1) de um subgrupo representativo dos isolados estudados foi
sequenciado e comparado com isolados-tipo da espécie C. truncatum depositado no
GeneBank. Esta caracterizacdo foi realizada no laboratérios da Embrapa Hortalicas — CNPH,

Brasilia, DF.

2.1- Origem dos isolados

Amostras de plantas com sintomas, provenientes das diversas regides produtoras de
soja no Brasil, foram coletadas e enviados pelo Dr. Mauricio Meyer da Embrapa-Soja e pelo
Dr. Edson Borges da Fundagdo Chapaddo-MT. Essas amostras deram origem a uma cole¢édo
de 200 isolados monosporicos de Colletotrichum. Os isolados provenientes das princiapis
regides produtoras de soja da Argentina foram cedidos pela Dra. Norma Formento do Instituto
de Tecnologia Agropecuaria da Argentina (INTA). No presente trabalho Foram avaliados
guanto a variabilidade molecular 54 isolados monospdricos de Colletotrichum truncatum, dos

quais 24 isolados foram obtidos de regides geograficas distribuidas nos Estados do Mato
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Grosso, Mato Grosso Sul, Goias, Maranhdo e Rio Grande do Sul. Outros 30 isolados foram

obtidos de regides produtoras da Argentina.

2.2- Obtencéao dos isolados

Os isolados de Colletotrichum truncatum foram obtidos a partir de folhas, hastes,
peciolos e vagens de plantas de soja que aprresetnavam sintomas da doenca, oriundas de

lavouras de diversas regifes produtoras de soja no Brasil.

Para obtencdo de culturas, empregou-se o método de isolamento indireto, no qual
fragmentos de tecidos doentes, apds desinfestacdo superficial com alcool 70% durante um
minuto, hipoclorito de sddio a 2% por 30 segundos e posteriormente, em agua destilada e
esterilizada, foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo o meio
BDA (Batata Dextrose Agar, lcumedia®) acrescido de 180 mg/L de clorofenicol. As placas
foram mantidas em incubadoras bioldgicas (Eletrolab®) a 25°C + 2°C, com fotoperiodo 12 h
por sete dias. Apds esse periodo as colénias foram repicadas de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas, considerando o aspecto e a coloracdo das coldnias para novas placas de Petri

com meio BDA e incubadas por igual periodo para posterior obtencdo das culturas puras.

2.3- Obtencéo das culturas puras e manutencao

Para a obtencdo das culturas monosporicas foi preparada uma suspensdo de esporos
distribuida com alca de Drigalsky sobre placas de Agar-Agua as quais foram incubadas por
24 h a 25°C % 2°C. Esporos germinados foram transferidos isoladamente para placas de Petri
contendo BDA. As placas foram incubadas conforme ja descrito. Os isolados monospdricos
foram mantidos em agua estéril e armazenados em condi¢cdo ambiente segundo a metodologia

de Castellani et al. (1967).
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2.4- Caracterizacdo morfologica, morfométrica e cultural

Foram caracterizados morfologicamente 54 isolados segundo Sutton (1980) e Hyde et
al., (2009), os caracteres avaliados foram: coloragéo e aspecto micelial das colonias, aspecto
da col6nia na frente e verso das placas em meio BDA, crescimento em meio BDA com 7 dias

de cultivo a 25°C e presenca de zona de crescimento.

O crescimento micelial foi determinado aos sete dias de cultivo a 25°C = 2°C, em
BDA pela média de duas medidas no sentido perpendicular entre si passando pelo centro da
colénia com emprego de paquimetro manual. Apenas os isolados sequenciados tiveram as

medicdes conidiais e de apressorios realizadas.

A formacdo dos apressorios foram induzidos empregando-se a metodologia de Cai et
al,(2009) modificado. Com o auxilio de alca de platina esporos provenientes de
esporodoquios setosos foram depositadas em placas de Petri contendo Agar-agua,
posteriormente adicionou-se em média 3mL de agua destilada e esterilizada para formacéo
das suspensdes de esporos os quais foram espalhados com auxilio de alca de drigalky.
Posteriormente colocou-se cinco laminulas sobre o meio. As placas foram incubadas em BOD
por um periodo de 24 a 48 horas a uma temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 12 horas luz.
Para medicdo dos apressorios e conidios foram montadas laminas semi—permanentes em
lacto—glicerol. Estas foram examinadas e fotografadas em microscopio de luz Leica® DM
2500 provido de camara Leica® DFC 490, acoplada a um sistema eletrénico de captura de
imagem. As mensuragdes das estruturas fangicas foram realizadas com 30 repeti¢des, através

do programa Leica® Qwin.
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2.5- Producédo de micélio para extracdo de DNA

Para producdo do micélio, empregou-se 0 meio de cultura BD (200gr batata, 20gr
dextrose por litro), adicionado de 0,02g/L do antibidtico Clorofenicol. Ap6s o preparo, 100
mL do meio foi distribuido em Erlenmeyers de 250 mL de capacidade e autoclavados a 120°C
por 20 minutos. Posteriormente foram transferidos 4 discos miceliais das colbnias
previamente cultivadas em meio BDA por 7 dias e mantidos em agitacdo rotatéria a 25°C, a
150rpm, por 10 dias. Apbs esse periodo efetuou-se a filtragem do micélio em bomba de
vacuo tipo Kitosato, com adi¢do de TE gelado (4°C). O micélio foi armazenado a -20°C para

posterior extracdo do DNA( Ferreira & Grattapaglia,1998; Barros, 2008).

2.6- Extracao e quantificacdo do DNA

O micélio foi macerado em nitrogénio liquido até atingir a granulometria
extremamente fina e transferido para tubos tipo Eppendorf. Em seguida o DNA foi extraido
usando-se CTAB 2X conforme Ferreira & Gratapaglia (1998). A quantificacdo do DNA total
extraido foi feita em espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) a 230nm e a
pureza foi admitida pela relagdo 230/280nm acima de 1,8. A avaliacdo da integridade do
DNA total extraido foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% (tampéo de corrida
TBE (Tris-HCL EDTA-4cido bdrico) e voltagem de 80V por 20 minutos, utilizando o0 DNA £
(Invitrogen) como padrdo para quantificacdo. Apds a quantificagdo, o DNA foi diluido em
agua ultra pura para uma concentracdo final de 3ng/ul para a realizacdo da reacdo da

polimerase em cadeia (PCR).
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2.7- Reacdo de amplificacéo e visualizacdo dos fragmentos de DNA

A técnica utilizada para a caracterizagdo molecular dos isolados foi a Polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso (RAPD). Foram realizadas triagens com 64 Primers de 10 pares
de base Operon Tecnologies, Alameda, CA, EUA,e seis isolados, em duplicata. Esses
Primers foram selecionados com base na repetibilidade da amplificacdoe na qualidade do
polimorfismo. Para as rea¢des de amplificacdo para todos os 54 isolados, foram utilizados 12
Primers que resultaram nos melhores padrdes polimorficos. Os Primers empregados no
presente estudo e suas respectivas sequéncias foram: OPA-3 (AGTCAGCCAC), OPB-15
(GGAGGGTGTT), OPD-3 (GTCGCCGTCA), OPD-08 (GTGTGCCCCA), OPE-8
(TCACCACGGT), OPE-17 (CTACTGCCGT), OPG-4 (AGCGTGTCTG), OPG-11
(TGCCCGTCGT), OPG-17 (ACGACCGACA), OPK-17 (CCCAGCTGTG), OPP-2

(TCGGCACGCA),0PP-9 (GTGGTCCGCA).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com volume final de 13pl. contendo:
3,42 pl de agua milli-Q, 1,3ul de Tampdo 10X, 1,04 ul de BSA, 1,04 pl de dNTP, 0,20 ul Taq

polimerase (Invitrogen), 3 pl Primer (10ng/ pl) e 3 pl do DNA (3ng/ pl).

As reacOes da polimerase em cadeia (PCR), foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, EUA) programado para realizar uma
desnaturacdo inicial de 5 minutos a 92°C, seguido de 40 ciclos , sendo que cada ciclo
consiste de uma etapa de desnaturacdo (Iminuto a 92°C), uma etapa de anelamento (1
minuto a 35°C) e uma etapa de alongamento ( 2,5 minutos a 72°C) e por fim uma extensao
final a 72°C por 5 minutos. A reacdo de amplificagdo foi adicionado 2,0 pl de solugdo de

carregamento (Blue Juice) por reagéo.
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Apo6s a amplificacdo os produtos das reacdes foram analisados em gel de agarose a
1,5% contendo brometo de etidio. O gel foi imerso em solucdo tampédo 1X TBE e procedeu-
se a eletroforese a 160 V por um periodo de 1:30 hs. Posteriormente, os geis foi visualizado
em transiluminador de UV e fotodocumentado. A determinacdo do tamanho dos fragmentos
foi definido através da comparacdo das bandas com o marcador High DNA Mass Ladder 1KB
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA). As imagens referentes ao polimorfismo apresentado

pelos isolados encontram-se na Figura 5.

2.8- Analise dos dados

Os dados resultantes por amplificacdo ao acaso do DNA (RAPD) foram analisados
pelo programa NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariante Analysis System, versao
2.02). O perfil de DNA obtido a partir desta técnica permitiu a construcdo de uma planilha,
usando a relacdo dos marcadores RAPD e 0s acessos para gerar uma matriz binaria. Para o
marcador presente, foi atribuido o ndmero 1 na planilha, para o ausente foi atribuido o

namero 0, e para dado duvidoso ou faltante foi computado o nimero 9.

A construcdo da matriz binaria permitiu a analise da relagcdo genética entre as amostras
estudadas pelo polimorfismo de DNA. A similaridade genética foi calculada empregando o

coeficiente de Jaccard. Similaridade = (a/a+b+c).

Sendo que a significa 0 niUmero de marcas positivas concordantes e b e c significa o
namero de marcas discordantes. A partir dos dados da matriz de similaridade foi possivel
construir um dendograma (figura 6) gerado pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Averege) estabelecendo as relacfes genéticas entre os diferentes

isolados.
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2.9- Andlise de Componentes Principais

Os dados gerados pela técnica RAPD foram o dendograma baseado na dissimilaridade

genética, 0 PCA e a projecéo grafica das distancias genéticas dos 54 isolados estudados.

2.10- Caracterizacgao de isolados por sequenciamento do gene CHS-1

A caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada por sequenciamento de um
segmento do gene que codifica a quitina sintetase (CHS-1), uma vez que a literatura cita mais
de 20 clados distintos de Colletotrichum com conidios falcados (Hyde et al, 2009). Esse fato
demonstra a dificuldade na identificacdo de C. truncatum exclusivamente por métodos
morfologicos, sendo necessario  informacdes moleculares adicionais. A caracterizacao
molecular se fez necessaria devido o objetivo do trabalho ser o estudo da variabilidade

exclusiva de C. truncatum.

Para uma maior confiabilidade dos resultados, trinta e um isolados, provenientes de
varias regides geogréficas do Brasil e da Argentina foram sequenciados, com a finalidade de
comprovacao da espécie dentro do género colletotrichum. Os 21 isolados submetidos ao
sequenciamento que tiveram sua identidade confirmada como Colletotrichum truncatum
foram: 1.2EB, 2.15.1MM, 2.15.2MM, 2.15.3MM, 4.3AR, 4.3AR3, 5.1AR, 6.3AR3, 8.1AR3,
8.3MM, 10.3MM, 10C3MM, 11A2MM, 11B2MM, 11BMM, 12.3AR3, 13.1AR3, 13.1AR,

17.1MM, 17.3MM, 15.1IMM.

As reacOes de amplificacbes do DNA foram realizadas em um volume final de 20 pl,
contendo 3,0 pl de DNA genémico a 10 ng/ul; 7,3ul de dgua milli-Q autoclavada; 2 pl de
Tampdo 10X para Taqg DNA Polimerase; 2 pl de dNTPs (2,5 mM); 0,5 pl de MgCl; (50mM);

2,5 pl de cada primer (10 pM) e 0,2 pl de enzima Tag DNA Polimerase recombinante
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Invitrogen® (5u/pl). A amplificacdo foi executada em um termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer Instruments, USA). A reacdo foi submetida a um ciclo de
desnaturacdo inicial do DNA (94°C, 5 min), seguido por 35 ciclos de desnaturacdo das fitas
(94°C, 0,30 min), anelamento dos primers (52°C, 45 min) e extensdo das fitas (72°C, 2 min).
Subsequentemente, foi procedida uma extensédo final (72°C, 7 min). Os fragmentos de DNA
tiveram suas bandas purificadas utilizando o Kit Invitrogen PureLink™ , seguindo as
recomendacdes do fabricante. As sequencias obtidas foram comparadas com as sequencias do

GenBank para confirmacéo das espécies analisadas no presente trabalho.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Caracterizacdo morfométrica

Em relacdo a coloragdo micelial houve variacdo do aspecto da colénia de C.
truncatum. As variacGes foram de branca com cinza a cinza-escuro na parte superior da
colbnia e de cores negra a rosa-alaranjado no reverso da placa principalmente as de origem
argentinas (Figura 1). A textura variou de ndo cotonosa, levemente cotonosa, pouco cotonosa
a cotonosa. Alguns isolados apresentaram bordas irregulares, presenca de pontuacdes negras e
massa de esporos variando de bege a alaranjada, zonas de crescimento varidveis, podendo ser
radial, circular ou ausente e algumas col6nias apresentam aspecto de enrugamento (Tabela 1).
Considerando o diametro médio das col6nias, essas variaram de 3,7 x 3,8 cm a 9 x 9cm, o que
determinou a velocidade de crescimento, sendo considerado lento os isolados com didmetro

de col6nia ate 4,9cm, intermediario; de 5,0 cm a 6,9 cm e rapido de 7,0 a 9,0 cm.

Todos os isolados apresentaram conidios unicelulares, ndo septados, hialinos,
falcados, variando de 19-29 x 3-4 um (Figura 2). Foi constatada variagdo no tamanho dos
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conidios em comparacdo com as descri¢des de Sutton (1980) que relatou conidios medindo

26,5-19 x 4,5-3,5 pm.

Os apressodrios sdo abundantes, clavados, circulares ou irregulares, variando de 13-14
x 7-8,5 um, pigmentados, com medidas aproximadas as relatadas por Sutton (1980), que
foram de 11-16 x 8-9,5 um, discretamente inferiores quanto a largura. Em alguns isolados, foi
observada a producdo de clamiddsporos e microesclerocios em meio BDA. Morrall (1977)
observou a formagdo e disseminacdo de microesclerdcios por C. truncatum e registrou
disseminacéo a centenas de metros junto com a poeira resultante das operagdes de colheita.
Khan & Sinclair (1992) observaram isolados de C. truncatum associados a sementes
infectadas e produzindo microesclerdcios em meio de cultura e em tecidos de soja, fato

também observado no presente trabalho.

Foram observadas trés tipos de conidiogénese em C. truncatum, a saber: (I) conidios
produzidos em células conidiogénicas fialidicas localizadas nas extremidades das hifas; (1)
conidios produzidos em células conidiogénicas fialidicas, em conidiomas (acérvulos) e em
esporoddquios setosos em meio BDA,; e (lll) conidios produzidos em setas que sofreram
diferenciacdo na sua extremidade originando células conidiogénicas tornando-se férteis. Os

tipos de conidiogénese descritos podem ser visualizados nas figuras 3 e 4

A producdo de conidios a partir de setas férteis foi especificamente dependente do
isolado, e os conidios formados foram tipicos de Colletotrichum truncatum. Esse fato é
relevante por ndo haver registro na literatura cientifica quanto a capacidade de C. truncatum
em produzir conidios a partir de setas férteis. Em uma revisdo do género Colletotrichum
realizada por Menezes (2006) sobre aspectos biologicos e taxonémicos, a autora ressalta que
isolados de Colletotrichum, particularmente, C. gloeosporioides e C. gossypii, em

determinadas condi¢Ges ambientais, podem produzir conidios na extremidade das setas e que
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as setas férteis tém portanto funcdo semelhante a de um conidioforo fialidico. O mesmo ja foi
relatado por Lenné et al. (1984) e Menezes & Hanlin (1996) para as espécies acima

mencionadas.

3.2- Sequenciamento

Dos 31 isolados sequenciados com a finalidade de comprovar a identidade com
espécies de Colleotrichum, 21 isolados apresentaram similaridade com C. truncatum
variando de 97% a 100% com o isolado CTM33 ID:gh/KC109571.1, obtido no GenBank,
para a regido génica CHS-1.0s demais isolados foram similares a C. orbiculare, C.
graminicola e C. cliviae.

3.3- Analise da estrutura das popula¢des de C. truncatum da América do Sul pela técnica
RAPD

O conjunto de primers utilizados resultou na obtencdo de 104 bandas utilizadas na
caracterizacdo da variabilidade dos isolados de C. truncatum. Os valores obtidos pelo
coeficiente de Jaccard pelo agrupamento UPGMA, mostraram similaridade minima de 16% e
méaxima de 100% (Tabela 2) o nimero de bandas por primer e tamanho de fragmentos em pb
gerados por cada primer encontram-se na Tabela 3. O padrdo de bandas dos isolados de

Colletotrichum associados a soja encontra-se na Figura 5.

Os isolados analisados neste estudo reuniram-se em trés grupos principais, com
formagéo de subgrupos de acordo com o dendograma apresentado na Figura 6. O grupo |
(sete isolados) incluiu dois isolados (11.2AR, 11.1AR) provenientes da Provincia de Entre
Rios, Argentina e por cinco isolados (10.1MM, 11BMM, 11B2MM, 2172MM, 2171MM)
oriundos dos estados do MA, GO e RS. O grupo Il, foi formado por cinco isolados

brasileiros e argentinos (17.4MM, 17.3MM, 17.1MM, 5.1AR, 5.3AR). Os trés isolados
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brasileiros sdo provenientes de GO e os dois isolados argentinos da provincia de Entre Rios.
O grupo I, constituido de 42 isolados, encontra-se estruturado em cinco subgrupos,
separados de acordo com a origem geografica: subgrupo Illa com 13 isolados brasileiros do
centro-norte do pais (1.2EB, 85MM, 10.2MM, 10C2MM, 10C3MM, 11A2MM,
15.1MM,15.3MM, 10.3MM, 5.3MM, 54MM, 8.2MM e 8.3MM) Este subgrupo foi
constituido por isolados das regides de MT (trés isolados), MA (nove isolados) e um isolado
do estado do Rio Grande do Sul. Os subgrupos Illb, Illc e Illd, foram formados
exclusivamente com isolados de origem argentina: o subgrupo Illb, formado por cinco
isolados (4.1AR, 4.3AR, 11.2AR, 11.3AR, 11.1AR) da provincia de Entre Rios, e 0
subgrupo Illc, formado por isolados das provincias de Santa Fé e Entre Rios (15.2AR,
15.1AR, 15.3AR, 2.3AR3, 4.3AR3, 4.2AR3, 5.1AR3, 6.2AR3, 6.1AR3, 6.3AR3, 11.1AR3,
12.3AR3) estes isolados sdo. Finalmente, o subgrupo Illd é constituido por isolados
argentinos provenientes das provincias de Entre Rios, Santa Fé e Cérdoba (8.2AR3, 8.1AR3,
8.3AR3,13.1AR3,15.1AR3, 11.2ARS3, 14.2AR3, 14.3AR3,10.3AR3). Apenas no subgrupo
I11d estdo representados isolados provenientes da provincia de Cérdoba. O subgrupo Ille é
constituido por trés isolados brasileiros do Estado do Mato Grosso (2162MM, 2153MM,

2152MM).

Um fato a ser considerado é que os isolados de origem argentina apresentaram indices
de similaridades de aproximadamente 80%, bastante superior ao indice de similaridade dos
isolados do Brasil. Desta forma, a variabilidade dos isolados brasileiros € bastante superior,
com variacdo de 20 a 90% de similaridade, e de maneira geral os isolados brasileiros segundo
o coeficiente de Jaccard visualizados no dendograma e na matriz diagonal apresentam
maiores indices de dissimilaridade. A maior variabilidade dos isolados brasileiros poderia ser

atribuida a maior amplitude climatica e de latitude do pais, a maior utilizag&o de fungicidas no
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manejo de doencas da cultura da soja e a uma maior disponibilidade de materiais genéticos e
variedades de soja cultivadas nas diversas regides. Note-se que 0s gendtipos de soja
distribuem-se de acordo com a latitude, devido ao fato de que a floracdo e o ciclo desta
cultura dependem fundamentalmente do fotoperiodo. Os isolados brasileiros se distribuem por
uma extensa regido geografica. Por outro lado, presume-se que 0s genoOtipos de soja
provenientes das provincias vizinhas de Entre Rios, Santa Fé e Cordoba (de latitudes
semelhantes) possuam maior identidade genética, o que pode se refletir em uma menor

variabilidade das populagdes de C. truncatum das lavouras dessas regides.

Os resultados deste estudo indicam uma estratificacdo dos isolados quanto as suas
origens geograficas em nivel de paises. No entanto, o agrupamento dos isolados brasileiros de
maneira que cada subgrupo representasse uma Unica regido geogréfica especifica, levando em
consideracdo a diferenciagdo por Estados, néo se confirma. Em apenas um caso se observou
a predominancia dos isolados do Estado do Maranh&o em relagdo aos demais. Dos 11 isolados
deste Estado, nove foram agrupados no subgrupo Illa. Além disso, dos 13 isolados deste
subgrupo, nove foram provenientes dos municipios de Santa Rosa das Mangabeiras-MA,
Tasso Fragosso-MA e Balsas-MA enquanto trés isolados foram provenientes de trés
municipios: Cruz Alta-RS, Chapaddo do Sul-MT e Nova Xavantina-MT. Este padréo néo foi
encontrado para isolados nacionais de outros estados, que se distribuiram em diversos grupos

e subgrupos.

Gonzalez et al., (1998), em estudo de caracterizagdo de isolados mexicanos de
Colletotrichum lindemuthianum usando cultivares diferenciais e marcadores moleculares por
RAPD detectaram tendéncia de agrupamento dos isolados em relacdo a origem geogréfica e
ndo observaram correlagdo com genotipos e identificacdo de racas por inoculagcdo em

cultivares diferenciais. Gherbawy (1999) também utilizou marcadores RAPD para analisar a
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diversidade genética de 20 isolados de 14 formae speciales de Fusarium oxysporum. Os
isolados foram agrupados em trés grupos, que ndo apresentaram nenhuma correlacdo com a

origem geogréfica.

Santos et al. (2005), em estudo de diversidade de isolados de Didymela brioniae e
Phoma obtidos de cucurbiticeas, ndo encontrou correlacdo de padrdes de RAPD com origem
geogréfica, agressividade dos isolados, planta hospedeira ou circulo de hospedeiras. Barros
(2008) analisou 33 isolados de C. truncatum associados a soja de diferentes regides brasileiras
quanto a diversidade genética pela técnica por RAPD, concluiu que os isolados de
colletotrichum truncatum foram separados em trés grupos distintos, predominando uma
distribuicdo conforme a localidade. No entanto observaram a ocorréncia de isolados
semelhantes em locais com grande distancia geografica, ou seja, isolados de Montividiu- GO
e de Cascavel-PR foram reunidos no mesmo grupo de similaridade, assim como isolados de

Acrelina-GO e Porto Nacional-TO.

A distribuicdo dos isolados pode ser melhor visualizada na projecdo grafica das
distancias genéticas dos isolados de origem argentina e brasileira (figura 7), e no grafico
tridimensional, PCA (Figura 8), comprovando em ambos 0s casos, 0 agrupamento dos
isolados de maneira consistente no diz respeito a origem geogréafica, principalmente entre
regibes com maiores amplitudes geograficas os quais demonstraram maiores distancias
genéticas entre os paises e menores dentro deles, 0 que estd de acordo com a discussdo

baseada nos resultados apresentados pelo dendograma.

Em sintese, verificou-se que o sistema RAPD foi eficaz detectar aspectos da
diversidade genética de isolados de C. truncatum provenientes da América do Sul.
Especificamente a técnica foi eficiente em estabelecer o grau de similaridade dentro do grupo

de isolados provenientes da Argentina e do Brasil, sendo maior no primeiro. Adicionalmente,
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os resultados evidenciam uma maior similaridade entre isolados provenientes de uma area
geografica restrita, com mais uniformidade climatica, como o Norte da Argentina, quando
comparados a populacdo presente em ampla area com maior variagdo dos componentes fisicos
do ambiente, como ocorre no Brasil. A menor estruturacdo das populagdes brasileiras de C.
truncatum também pode ser atribuida, em parte, ao transito de sementes de uma regido para
outra, ja que C. truncatum tem como caracteristica a capacidade de transmissao por sementes.

Esse fato justificaria a presenca de isolados similares em regides geograficas distintas.
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4- CONCLUSOES

1- Houve variacdo quanto as caracteristicas morfolégicas e culturais dos isolados de C.

truncatum.

2- Alguns isolados apresentaram trés tipos de conidiogénese, atraves de celulas
conidiogénicas nas extremidades das hifas, em conidiomas no interior de acérvulos em
material vegetal e esporoddquios setosos em meio BDA e através de setas férteis, uma forma

pécie C. truncatum.

3- H& uma maior variabilidade de isolados provenientes do Brasil, em relagdo aos isolados de

origem Argentina.

4- A técnica RAPD foi eficiente em estabelecer o grau de similaridade dentro do grupo de

isolados provenientes da Argentina e do Brasil, sendo maior no primeiro.

5- Os resultados evidenciam a correlacdo dos isolados com a origem geografica em uma
escala maior, com agrupamentos exclusivos ou quase exclusivos de isolados das provincias

Argentinas e do Brasil, principalmente do Estado do Maranhdo em grupos distintos.
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Tabela 1: Caracteristicas culturais das colonias de isolados de Colletotrichum truncatum provenientes de regides produtoras de soja do Brasil e
da Argentina, aos 7 dias de cultivo em meio BDA, 12 horas luz a 25°C+2. UnB: 2014. (D = Didmetro; VC = Velocidade de crescimento, MC =
Margem da col6nia, ZC = Zona de Crescimento).

Isolado Origem Coloracéo Textura MC ZC D (cm) VC

1 1.2EB Chapadéo do sul/MT Cinza/Branco Levemente Irregular Radial 4,8%50 Lento

2 8.2MM Tasso Fragoso/MA Bege/rosado Pouco Cotonosa Irregular Ausente enrugado 3,5%3,5 Lento

3 8.3MM Tasso Fragoso/MA Bege/rosado Pouco Cotonosa Irregular Ausente enrugado 3,0%3,0 Lento

4 8.5MM Tasso Fragoso/MA Branco/cinza Levemente Regular Circular 9,0%9,0 Répido

5 11 A2MM Cruz Alta/RS Cinza escuro Levemente Irregular Circular 4,0%3,8 Lento

6 15.1MM Nova Xavantina/ MT Branca/cinza Levemente Regular Circular e radial 9.0%9,0 Répidos

7 15.3MM Nova Xavantina/ MT Branca/cinza Levemente Regular Circular e radial 9.0%9,0 Répidos

8 10C2MM S.R das Mangabeiras/MA Cinza/branco Levemente Irregular Circular 3,6%3,3 Lento

9 10C3MM S.R das Mangabeiras/MA Branca/Cinza Levemente Irregular Circular 2,9%3.0 Lento

10 10.2MM S.R das Mangabeiras/MA Branca rosada Levemente Irregular Circular 5,4%5,0 Intermediario
11 10.3MM S.R das Mangabeiras/MA Branca rosada Levemente Irregular Circular 55%55 Intermediario
12 5.3MM Balas/MA Branco/cinza Cotonosa Regular Ausente 9,0%9,0 Rapido

13 5.4MM Balsas/MA Branco/cinza Cotonosa Regular Ausente 9,0%9,0 Rapido

14 4.1AR Parana/AR Cinza Cotonosa Regular Ausente 5,8%55 Intermediario
15 4.3AR Parand/AR Cinza Cotonosa Regular Ausente 52X%5.4 Intermediario
16 11.2AR Parana/AR Cinza /Branco Cotonosa Regular Ausente 5,5%5,4 Intermediario
17 11.3AR Parana/AR Cinza /Branco Cotonosa Regular Ausente 4,9%5.3 Intermediario
18 11.1AR Parana/AR Cinza /Branco Cotonosa Regular Ausente 5,5%5,2 Intermediario
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Isolado Origem Coloracéo Textura MC ZC D (cm) VC

19 15.1AR La Capital/Santa Fé/AR Branca/Rosa Cotonosa Irregular Ausente 4,9%5,0 Lento

20 15.2AR La Capital/Santa Fé/AR Branca/Rosa Cotonosa Irregular Ausente 5,0%5,2 Intermediario
21 15.3AR La Capital/Santa Fé/AR Branca/Rosa Cotonosa Irregular Ausente 4,8%4,7 Lento

22 2.3AR3 Nogoya/Entre Rios/AR Verde Pouco Cotonosa Regular Ausente 6,5%6,5 Intermediario
23 4.3AR3 Gualeguay/Entre Rios/AR Amarela N&o Cotonosa Regular Circular 45%45 Lento

24 4.2AR3 [Entre Rios/AR Amarela N&o Cotonosa Regular Circular 5,5%5,5 Intermediario
25 5.1AR3 Entre Rios Cinza escura Cotonosa Regular Circular 5,0%5,2 Intermediario
26 6.2AR3 Victoria/Entre Rios/AR Amarela N&o Cotonosa Regular Circular 5,5%55 Intermediéario
27 6.1AR3 Victoria/Entre Rios/AR Amarela N&o Cotonosa Regular Circular 6,0%6,0 Intermediario
28 6.3AR3 Victoria/Entre Rios/AR Amarela N&o Cotonosa Regular Circular 5,5%5,5 Intermediario
29 11.1AR3 Villaguay/Entre Rios/AR bege com rosa N&o .Cotonosa Regular Circular 6,0%5,5 Intermediario
30 12.3AR3 Gualeguay/Entre Rios/AR Amarela Né&o Cotonosa Regular Circular 55%55 Intermediario
31 8.2AR3 Federal/Entre Rios/AR Amarelo Né&o Cotonosa Regular Circular 6,5%6,4 Intermediario
32 8.1AR3 Federal/Entre Rios/AR Amarelo Né&o Cotonosa Regular Circular 5,0%5,0 Intermediario
33 8.3AR3 Federal/Entre Rios/AR Amarelo N&o Cotonosa Regular Circular 55%55 Intemediério
34 13.1AR3 Castellanos/Santa F&/AR Rosa/cinza Levemente Regular Circular 6,5%6,5 Intermediario
35 15.AR3 La Capital/Santa Fé/AR Cinza Levemente Irregular Radial 5,0%4,5 Lento

36 11.2AR3 Villaguay/Entre Rios/AR Amarelo Nao Cotonosa Regular Circular 6,0%5,5 Intemediario
37 14.2AR3 Castellanos/Cérdoba/AR Verde Levemente Regular Circular 6,4%6,5 Intermediario
38 14.3AR3 Castellanos/Cordoba/AR Verde Levemente Regular Circular 6,5%6,5 Intermediario
39 10.3AR3 Villaguay/Entre Rios/AR Rosa/cinza Levemente Regular Circular 9,0x9,0 Répido
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Isolado Origem Coloracéo Textura MC ZC D (cm) VC
40 | 2.16.2MM Queréncia/MT Cinza/branco Levemente Irregular Ausente 4,8%4.5 Lento
41 | 2.15.3MM Nova Xavantina/MT Cinza/Branco Levemente Irregular Ausente 3,7%4,0 Lento
42 | 2.15.2MM Nova Xavantina/MT Cinza/Branco Levemente Irregular Ausente 3,8%4,2 Lento
43 17.1MM Goiania/GO Branca/cinza Cotonosa Irregular Radial/enrugada 5,0%4,9 Lento
44 17.3MM Goiania/GO Branca/cinza Cotonosa Irregular Enrugada 5,0%5,0 Intermediario
45 17.4MM Goiania/GO Branca/cinza Levemente Regular Circular 3,7%3,8 Lento
46 5.1AR Parana/AR Cinza/Branco Cotonosa Regular Ausente 4,2%4,3 Lento
47 5.3AR Parand/AR Cinza/branco Cotonosa Regular Ausente 4,0 X4,1 Lento
48 11BMM Cruz Alta/RS Alaranjada Pouco Cotonosa Irregular Ausente 4,0%4,0 Lento
49 11B2MM Cruz Alta/RS Alaranjada Pouco Cotonosa Irregular Ausente 4,0%3,9 Lento
50 10.1MM S.R das Mangabeiras/MA Branca rosada Levemente Irregular Circular 5.4X50 Intermediario
51 | (2)17.2MM Goiania/GO Rosa/alaranjada Cotonosa Regular Ausente 5,0%5,0 Intermediario
52 | (2)17.1MM Goiania/GO Rosa/alaranjada Cotonosa Regular Ausente 5,0%5,0 Intermediario
53 11.2AAR Parand/AR Cinza Cotonosa Regular Ausente 5,0%5,2 Intermediario
54 11.1AAR Parana/AR Cinza Cotonosa Reqular Ausente 5 5X57 Intermediario

A sequencia dos isolados apresentados na tabela, estdo em conformidade a sequencia dos isolados agrupados por RAPD.
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Tabela2- Matriz diagonal de distancia genética entre os isolados provenientes das diversas regiGes produtoras de soja no Brasil e na Argentina.
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Tabela 3- Primers e suas respectivas sequéncias utilizados no estudo de variabilidade de C.

truncatum, via RAPD, numero de bandas por primer e tamanho dos fragmentos gerados em

pb por cada primer.

N. Primer Sequéncia N. Bandas Fragmentos pb.
1 OPA-3 AGTCAGCCAC 09 2500-200
2 OPB-15 GGAGGGTGTT 08 1900-200
3 OPD-3 GTCGCCGTCA 12 2000-300
4 OPD-8 GTGTGCCCCA 06 2000-500
5 OPE-17 CTACTGCCGT 06 1400-200
6 OPE-8 TCACCACGGT 09 2100-200
7 OPG-11 TGCCCGTCGT 09 2500-200
8 OPG-17 ACGACCGACA 12 2500-300
9 OPG-4 AGCGTGTCTG 10 1400-150
10 OPK-17 CCCAGCTGTG 09 2500-300
11 OPP-2 TCGGCACGCA 06 1750-200
12 OPP-9 GTGGTCCGCA 8 2300-700
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Figura 1- Morfotipos de colénias de Colletotrichum truncatum provenientes de diversas

regides do Brasil e da Argentina, cultivadas em meio BDA por um peridos de 7 dias.
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Figura 2- Variabilidade dos conidios de Colletotrichum truncatum, dos diversos isolados provenientes
do Brasil e da Argentina, sequenciados, tendo a regido géncia CHS como referéncia. Segue 0s
isolados: A- 1.2EB, B- 4.3AR3, C- 10.3MM, D- 10C3MM, E- 11A2MM, F- 3.3AR3, G- 12.3AR3,

H-13.1AR, I- 15.3MM, J- 5.1MM, K 6.1MM e L-14.3ARS.
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Figura 3 — A-H - Producéo de conidios de C. truncatum em setas férteis, mostrando detalhes
da conidiogénese.
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Figura 4- Producdo de conidios de C. truncatum em conidiomas no interior dos acérvulos. A,
B, C, D, E, F- detalhes da conidiogénese e das células conidiogénicas com formato
cilindrico-falcado e hialinas.

48



12 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 222324
-

25 26 27 28 29 33 34 35 36 37 383940 41 42 43 44

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 M 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68

69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 M 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92

— -

4 (-
wewwwwww e wgww LAl Al il ded 4
= = - - - - - —

Figura 5 —Diversidade genética da colecdo de isolados de Colletotrichum associados a soja com uso do

primer OPD-3. UnB:2014
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Figura 6- Dendograma de dissimilaridade genética de 54 isolados de Colletotrichum
truncatum originarios de diversas regides produtoras de soja no Brasil e na Argentina,

agrupados pelo método UPGMA com o coeficiente de Jaccard, através da técnica RAPD.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO, PATOGENICIDADE E AGRESSIVIDADE DE Colletotrichum
cliviae e C. trunctum COMO AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE DA SOJA.

RESUMO

A antracnose da soja pode ser causada por diferentes espécies de Colletotrichum, mas é mais
frequentemente associada a C. truncatum. Outras espécies conhecidas incluem C. coccodes,
C. destructivum (teleomorfo G. glycines), C. gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) e C.
graminicola (teleomorfo desconhecido). Recentemente (novembro de 2012 e janeiro de
2014), duas outras espécies com conidios truncados foram descritas como causadoras da
antracnose: C. chlorophyti e C. incanum. Entretanto, no Brasil pouco se sabe sobre a
diversidade dos agentes causais da antracnose da soja. O presente trabalho teve como
objetivos caracterizar isolados representativos de uma colecéo de Colletotrichum associados a
soja no Brasil, avaliar sua agressividade e descrever a distribuicdo de resisténcia varietal a
este grupo de isolados com base em 16 gendtipos de soja. Foram caracterizados seis isolados
de Colletotrichum dos estados do RS, TO e MA, representantes de uma colecdo de mais de
100 isolados coletados em diferentes Estados brasileiros. Foram estudadas a morfologia das
colbnias, dos conidios, apressorios e verificada a producdo da forma perfeita em meio BDA.
A caracterizacdo molecular foi feita inicialmente por sequenciamento da regido genémica do
gene quitina sintetase (CHS-1), e posteriormente complementada pelo sequenciamento das
seguintes regides gendmicas: B-tubulina2 (TUB-2), gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase
(GPDH), calmodulina (CAL), Actina (ACT) e rDNA ITS (ITS) e as sequéncias comparadas
com sequéncias depositadas de diversas espécies de Colletotrichum depositadas no
GeneBank. Foram evidenciados clados de Colletotrichum associados a soja através da andlise
filogenética gerada a partir da analise de parcimbdnia. Considerando o conjunto as
caracteristicas morfoldgicas, morfométricas e moleculares, cinco dos isolados avaliados
apresentaram padrdo caracteristico de C. truncatum, incluindo conidios falcados, e um isolado
(I5H) foi identificado como Colletotrichum cliviae, com conidios cilindricos. A anélise
filogenética agrupou o isolado I5H com outros isolados de C. cliviae, com formagdo de
subgrupos, caracterizando possiveis linhagens. Os seis isolados estudados foram patogénicos
a soja e apresentam diferencas quanto a agressividade aos genotipos de soja utilizados neste
estudo. O isolado I5H foi patogénico causando lesdes cotiledonares caulinares nas plantas
inoculadas, confirmando esta espécie como agente causal da antracnose da soja. Este é o
primeiro relato de C. clivae como patégeno da antracnose em soja e o primeiro relato da
ocorréncia desta espécie no Brasil. Foi obtida a formacao do teleomorfo de C. clivae, que se
encontra dentro do género Glomerella. Os dados deste e de outros trabalhos recentes sobre a
etiologia da doencga indicam que a antracnose em soja é causada por um complexo de espécies
de Colletotrichum, tanto de conidios falcados quanto cilindricos.

Palavras-chave: Colletotrichum sp.; Sequeciamento; Doenca da soja.
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ABSTRACT

Characterization, Pathogenicity and aggressiveness of Colletotrichum clivae and C.
truncatum as causal agents of soybean anthracnose

Soybean (Glycine max) anthracnose may be caused by different species of Colletotrichum,
but is most frequently associated to C. truncatum. Other known species include C. coccodes,
C. destructivum (teleomorph G. glycines), C. gloeosporioides (teleomorph G. cingulata) and
C. graminicola (teleomorph unknown). Recently, (November 2012 and January 2014), two
new species with falcate conidia have been described as additional causal agents: C.
chlorophyti and C. incanum. In Brazil, knowledge about the diversity of the soybean
anthracnose agents is scarce. This study aimed to characterize representative isolates of a
collection of Colletotrichum associated to soybean in Brazil, estimate their aggressiveness to
the host and describe the host varietal resistance based on a group of sixteen soybean
genotypes. Six Colletotrichum isolates from the States of RS, TO and MA, representing a
group of more than 100 isolates collected in different Brazilian states were studied in detail.
Colony characteristics in artificial medium, conidium and appressorium morphology and the
production of the perfect stage in BDA were examined. Molecular characterization was done
initially by sequencing of the genome of the coding region for chitin synthetase (CHS-1), and
complemented later by sequencing of the following coding regions: B-tubulin 2 (TUB-2),
glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase (GPDH), calmodulin (CAL), Actin (ACT) and
rDNA ITS (ITS), which were compared to the deposited sequences of several species of
Colletotrichum at the GeneBank. Several clades of Colletotrichum associated to soybean were
detected by phylogenetic analysis through parsimony analysis. Considering the aggregate of
the morphological, morphometric and molecular analyses, five of the isolates agreed with
characteristic patterns for C. truncatum, including falcate conidia, and one isolate (I5H)
agreed with Colletotrichum cliviae, which has cylindrical conidia. Phylogenetic analysis
grouped isolate 15H with other C. cliviae isolates, with formation of subgroups, characterizing
possible lineages. All six isolates studied were pathogenic to soybean and differences in
aggressiveness were detected among them. Isolate I5SH was highly aggressive, causing
cotyledon and stem lesions by artificial inoculation. This is the first report of C. clivae
occurring naturally as a soybean pathogen and the first report of this species in Brazil. The
teleomorph of C. clivae was obtained in culture, and it agrees with the genus Glomerella. The
results of this and other recent work on the etiology of soybean anthracnose indicate that the
disease is caused by a complex of species, with both falcate and cylindrical conidia.

Key words: Colletotrichum sp., sequencing, Soybean disease
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1- INTRODUCAO

A antracnose da soja (Glycine max (L.) Merr) é geralmente associada a Colletotrichum
truncatum (Schw.) Andrus & Moore, espécie de conidios falcados (Hyde et al., 2009),
embora, pelo menos quatro outras espécies também estejam associadas a doenca: C.
coccodes, C. destructivum (teleomorfo G. glycines), C. gloeosporioides (teleomorfo G.
cingulata) e C. graminicola (teleomorfo  desconhecido) (Hartman et al., 1999).
Recentemente, Yang et al. (2012, 2014) descreveram mais duas outras espécies de conidios
falcados, C. chlorohyti e C. incanum causando antracnose da soja nos EUA.

Segundo Chen et al. (2006), a antracnose é considerada a doenga mais destrutiva da
soja-hortalica em Taiwan e relatam C. truncatum e C. gloeosporioides (teleomorfo G.
cingulata), mas ndo G. glycines, como 0s principais patdgenos causadores de antracnose nas
vagens e caules. A literatura recente (Cai et al., 2009; Damn et al., 2009; Hyde et al., 2009;
Yang et al., 2012, 2014) indica que o0 patossistema antracnose da soja € complexo e a
etiologia da doenca ainda é insuficientemente compreendida. Pode afirmar que a etiologia da
doenca no momento é confusa e ha escassez de informacbes sobre o patdgeno em muitas
partes do mundo, especialmente no Brasil. Em outras culturas, a ocorréncia de mdltiplas
espécies de Colletotrichum causando antracnose é conhecida, como por exemplo, em
améndoa (Prunus dulcis), abacate (Persea americana) e morango (Fragaria sp.) (Freeman et
al., 2000).

Os sintomas mais comumente anotados na antracnose da soja podem ser observados na
Figura 1. Notam-se lesBes escuras, irregulares, formando depressGes nas hastes e peciolos.
Nas folhas, manifestam-se lesdes na parte abaxial, com nervuras necrosadas de coloragédo
escura. Em vagens, quando infectadas no estadio inicial de formacéo, adquirem coloracao
castanho-escuro a negra e ficam retorcidas. Nas vagens em granagéo as lesdes iniciam-se por
estrias de anasarca que evoluem para manchas negras, podendo atingir toda a vagem. As
lesBes nas vagens tém forma indefinida e coloragdo castanho-escura, recobertas por acérvulos,
cujas numerosas setas de cor negra tem valor diagndstico. Vagens infectadas no inicio de

formacéo podem ndo produzir semente. Observa-se também abortamento de vagens Quando a
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infeccdo é tardia ha formacdo de sementes, mas com baixa qualidade, e estas podem servir

como fontes de indculo para disseminacao a longas distancias.

A doenca pode causar perda total na producdo em funcdo da redugdo do nimero de
vagens, além de induzir a retencdo foliar e a haste verde no hospedeiro (Embrapa, 2008;
Recomendacdes, 2007; Balardin, 2002; Dias et al., 2012 ). Alguns autores (Balardin, 2002;
Hartman et al., 1999) mencionam perdas de até 100% da producdo em condigdes climaticas
Otimas para a doenca.

Apesar da crescente importancia da doenca no Brasil (Dias et al., 2012; Barros, 2008),
pouca informacdo existe sobre a variabilidade do patdogeno e da agressividade dos
Colletotrichum associados a cultura. Do lado do hospedeiro, a excecéo dos trabalhos de Costa
et al. (2006, 2009), pouca informacédo sistematica esta disponivel sobre a disponibilidade de
resisténcia genética em soja. Nem mesmo a recomendag&o oficial de controle da doenca trata
do uso de cultivares resistentes, enfatizando apenas métodos culturais de controle como
rotacdo de culturas, manejo do solo, adubacdo potassica, maior espacamento e menor
densidade de plantio (Embrapa, 2008). Entretanto, Dias et al. (2012) e outros autores
enfatizam o0 emprego variedades resistentes como ponto chave no manejo integrado da

antracnose na cultura da soja.

Costa et al. (2009) mencionam as vantagens do emprego de cultivares resistentes como
componente do manejo integrado, citando o reduzido impacto ambiental, baixo custo e
reducdo da necessidade de insumos. A antracnose pode se manifestar em plantulas de soja
durante os estadios V1 e V2, causando lesGes cotiledonares e tombamento (Hartman et al,
1999). Sintomas mais severos sdo normalmente encontrados posteriormente, a partir da pré-
floracdo e inicio da floragdo. Embora a relacdo entre os dois tipos de sintomas ndo esteja
esclarecida, a determinacdo da resisténcia juvenil no hospedeiro € um dado importante para a
selecdo de gendtipos em programas de melhoramento genético. Klingelfuss & Yorinori
(2001) observaram que C. truncatum e Cercospora kikuchii estavam presentes nos foliolos de
soja, mesmo na auséncia de sintomas no campo. Segundo estes autores, a antracnose se
caracteriza por apresentar um longo periodo latente, i.e., 0 patégeno infecta a plantas
precocemente, mas 0s sintomas da doenga séo observados em estadios mais avancados do seu

desenvolvimento.
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Costa et al., (2006) relataram que a resisténcia aumenta com a maturagéo das plantas
entre dois estadios vegetativos (V1/V2 e V5/V6) e indicaram a existéncia de diferencas
genéticas quanto a resisténcia a antracnose em genotipos de G. max. Observacdes em lavouras
comerciais nos estados do Tocantins, Goias e Distrito Federal revelaram comportamento
diferencial quanto a sintomatologia da antracnose em diferentes cultivares de soja. Alguns
gendtipos do hospedeiro sdo mais suscetiveis em folhas e hastes, enquanto outros sdo mais

suscetiveis em vagens.

Outro aspecto importante a considerar € a possibilidade de variacdo na agressividade
dos isolados de C. truncatum, e possivelmente outras espécies de Colletotrichum,
provenientes de diferentes regiGes geograficas. A especificidade patogénica e a agressividade
dos isolados do complexo antracnose da soja ndo foram estudadas em detalhe no Brasil, ou
mesmo em outros paises. O conhecimento da diversidade do patdgeno, ndo apenas do ponto
de vista taxondmico, mas também quanto a agressividade, tem implicacGes diretas no controle

da doenca, seja ele quimico, genético ou cultural.

Trabalhos em outros patossistemas complexos, como o complexo de espécies de
Xanthomonas causadoras de mancha bacteriana em tomateiro (Solanum lycopersicum)
mostraram que a sensibilidade a cobre e a estreptomicina varia de acordo com a espécie do
agente causal (Araujo et al., 2012). Estudos recentes em antracnose da mangueira (Mangifera
indica) (Lima et al., 2013), revelaram grande diversidade entre os agentes causais, muito
maior do que até a entdo conhecida, tendo sido detectadas cinco espécies de Colletotrichum

capazes de causar sintomas de antracnose na mangueira.

Em levantamento em lavouras comerciais em todas as regides produtoras de soja do
pais, foram reunidos mais de uma centena de isolados com diversas caracteristicas distintas,
incluindo uma maioria tipicamente semelhante a C. truncatum e C. gloeosporioides, alem de
outros que ndo se assemelham as espécies até 0 momento descritas em soja. Desta forma, um
grupo de seis isolados, representantes desta colecdo, incluindo um isolado de conidios
cilindricos, representativo daqueles atipicos, foram estudados com ferramentas de taxonomia
classica, tais como forma e tamanho dos conidios, apressorios, acérvulos e setas, além de

caracteristicas biologicas e culturais em meio de cultura e ferramentas moleculares.

A identificacdo precisa em nivel especifico é fundamental para compreender a

epidemiologia e desenvolver o controle efetivo das doencas A identificagdo baseada em
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morfologia sempre foi probleméatica em Colletotrichum, porque h& poucos caracteres
confiaveis e muitos desses caracteres sdo plasticos, dependentes de métodos e condicdes
experimentais. O progresso nos métodos filogenéticos moleculares permite reconhecer clados
estaveis e geneticamente definidos dentro de Colletotrichum que permitem uma taxonomia
mais estavel para o género. Desta forma, Cai et al. (2009) recomendam uma abordagem
polifésica para a identificacdo de espécies de Colletotrichum, combinando distin¢cdo genética
com caracteres morfologicos e biologicos. A analise filogenética com sequenciamento de
multi-génico é uma ferramenta util para uma identificagdo preliminar de espécies de
Colletotrichum. No entanto, dados filogenéticos proporcionam melhor compreensdo das

relagdes dentro Colletotrichum e devem ser utilizados quando possivel.

Este trabalno teve como objetivos: 1- caracterizar morfometricamente e
molecularmente isolados de Colletotrichum. 2- Estudar as diferencas de patogenicidade e
agressividade de isolados de Colletotrichum associados a soja, bem como avancar no
esclarecimento da identidade dos agentes etioldgicos associados a cultura no Brasil. 3-

identificar possiveis fontes de resisténcia de cultivares de soja a antracnose.
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2- MATERIAL E METODOS

Foi realizada a caracterizagdo morfologica dos isolados no Laboratério de
Epidemiologia Botanica da Universidade de Brasilia, o sequenciamento foi realizado na
Embrapa CNPH —DF, e os testes de patogenicidade na empresa Wherman Agricola Ltda em
Cristalina-GO. Foram caracterizados seis isolados de Colletotrichum associados a soja, de
acordo com a morfologia das colbnias, forma e tamanho dos conidios e apressorios e
producédo da forma perfeita em meio BDA. A caracterizagdo molecular dos isolados foi feita
por sequenciamento de um segmento do gene que codifica a quitina sintetase (CHS-1), o qual
apresentou um padrdo de bandas de alta qualidade e informacgbes suficientes para
confirmacdo das espécies de Colletotrichum das amostras analisadas. Para confirmacdo da
associacao inédita de uma nova espécie de Colletotrichum como agente da antracnose em soja
outras regibes gendmicas e intragénicas foram sequenciadas: p-tubulina2 (TUB-2),
gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GPDH), Calmodulina (CAL), Actina (ACT) e rDNA
ITS (ITS) sendo as sequéncias comparadas com sequéncias depositadas de diversas espécies

de Colletotrichum depositadas no GeneBank

2.1 - Obtencao dos isolados

Com base na morfologia das col6nias de uma colecdo de mais de 100 isolados das
principais regides produtoras de soja do Brasil, foram selecionados seis isolados, sendo dois
do Estado do Rio Grande do Sul, trés do Estado do Maranh&o e um do Estado do Tocantians.
Para obtencdo das culturas, discos miceliais devidamente armazenados segundo o método
Castellani et al., (1967), foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (Batata
Dextrose Agar, Icumedia®) acrescido de 180 mg/L de cloranfenicol. As placas foram
mantidas em incubadoras biologicas (Eletrolab®) a 25°C + 2°C, com fotoperiodo 12 h por
sete dias. ApoOs esse periodo as colbnias foram repicadas para novas placas de Petri e

incubadas por igual periodo.
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2.2. Caracterizagdo morfométrica, morfoldgica e cultural

Os isolados foram caracterizados de acordo com caracteristicas morfologicas e
morfométricas segundo Sutton (1980) e Hyde et al. (2009), através da determinagdo da
coloracdo das coldnias, crescimento vegetativo em meio BDA e dimensdes dos conidios e
apressorios. O crescimento micelial foi determinado aos sete dias de cultivo a 25°C + 2°C,
pela média de duas medidas perpendiculares entre si passando pelo centro da col6nia com
emprego de paquimetro manual. Para medigdo dos conidios e apressorios foram montadas
laminas semi—permanentes em lacto—glicerol. Posteriormente, estas foram examinadas e
fotografadas em microscépio de luz Leica® DM 2500 provido de camara Leica® DFC 490,
acoplada a um sistema eletrbnico de captura de imagem. A mensuracdo das estruturas

fangicas, foram realizadas com 30 repeticdes através do programa Leica® Qwin.

2.3- Caracterizacédo molecular

2.3.1- Extracdo do DNA
As amostras para extracdo do DNA foram obtidas de culturas monospdricas através da

raspagem de micélio fangico cultivado em meio BDA por um periodo de 7 dias em
incubadora bioldgica a 25°C. O DNA total foi extraido individualmente de amostra de acordo
com a metodologia de CTAB 2X sem corre¢cdo de pH (Boiteux et al., 1999). Em cada tubo
foram colocadas seis esferas metalicas, juntamente com pequena quantidade homogénea do
micélio do fungo. Acrescentou-se aos tubos 250 pL de CTAB e as amostras foram trituradas
no equipamento Precellys®24. Apés 30 segundos a 5000 rpm, as amostras foram retiradas e
colocadas em banho-maria a 65°C durante 10 minutos; em seguida, acrescentou-se 750 uL de
clorofil em cada tubo, sendo ass amostras agitadas em vortex por aproximadamente 30
segundos, seguido de um ciclo de centrifugacdo a 9000 rpm durante 5 minutos.
Cuidadosamente, os tubos foram retirados da centrifuga e 600 puL do sobrenadante foram
retirados e colocados em novos tubos de micro-centrifuga. Em seguida foram acrescentados
300 pL de isopropanol gelado e com a finalidade de homogeneizar, os tubos foram
suavemente agitados de forma manual e posteriormente centrifugados a 13000 rpm durante 13
minutos. O sobrenadante foi eliminado e o ‘pellet’ lavado com é&lcool 70%, de forma

cuidadosa, para evitar a sua ressupensdo. Os tubos foram ent&o colocados em estufa a 37°C
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por 20 minutos e ressuspendidos em 100 pL de TE+RNAse, armazenando os tubos na
geladeira. No dia seguinte, as amostras foram agitadas no vortex e os DNAs extraidos foram
guardados em freezer (-20°C). As quantificacdes de DNA foram feitas visualmente através de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (1,5 uL/100 mL de gel),
comparando com amostras de concentracdo conhecida de DNA | (20 a 400 ng).

2.3.2- Amplificacdo e sequenciamento de regides génicas

Foi realizado o sequenciamento das seguintes seis regides do genoma fungico: B-
tubulina2 (TUB-2), gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GPDH), calmodulina (CAL),
Actina (ACT) e rDNA ITS (ITS), tendo como referéncia a recomendacdo de Yang et al.,
(2009) (Cannon et al., 2012) . Os primers empregados no sequenciamento se encontram na
Tabela 1. As reacOes de amplificacbes do DNA foram realizadas em um volume final de 20
ul, contendo 3,0 pul de DNA genémico a 10 ng/ul; 7,3ul de agua milli-Q autoclavada; 2 ul de
Tampéo 10X para Taq DNA Polimerase; 2 pl de dNTPs (2,5 mM); 0,5 ul de MgCl, (50mM);
2,5 ul de cada primer (10 uM) e 0,2 pl de enzima Taq DNA Polimerase recombinante
Invitrogen® (5u/ul). A amplificacdo foi executada em um termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer Instruments, USA). A reacdo foi submetida a um ciclo de
desnaturacdo inicial do DNA (94°C, 5 min), seguido por 35 ciclos de desnaturacdo das fitas
(94°C, 0,30 min), anelamento dos primers (52°C, 0,45 min) e extensdo das fitas (72°C, 2
min). Subsequentemente, foi procedida uma extens&o final (72°C, 7 min). Os fragmentos de

DNA tiveram suas bandas purificadas utilizando o Kit Invitrogen PureLink™

, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os primers empregados no sequenciamento estdo listados na

tabela 1.

O sequenciamento dos fragmentos de DNA foi realizado em um sequenciador ABI
PRISM 3100, utilizando o Kit ABI Prism BigDye version 3.1 (Applied Biosystems do Brasil)
e 0s mesmos iniciadores de sintese utilizados na PCR, separadamente. As sequencias finais
correspondentes aos fragmentos das seis regides genémicas dos diferentes acessos fungicos
foram obtidas a partir da remoc¢do de segmentos com baixa qualidade de acordo com o0s
critérios estabelecidos por (Allex, 1999). A construcdo dos consensos dos fragmentos

sequenciados com 0s primers senso e anti-senso foi conduzida utilizando o programa SegMan
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(Lasergene®, Madison, WI). As sequéncias foram comparadas com as disponiveis no banco
de dados do NCBI (Natinonal Center for Biotechnology Information) para Colletotrichum

com o programa Blast-n disponivel na pagina do ncbi (http://www.ncbi.nim.nih.gov.).

2.3.3 - Alinhamento das sequéncias

O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado por meio do software Megalign
(Lasergene®, Madison,W1), com auxilio de programa Clustal W com as seguintes condicées:
“gap penalty” e “gap length penalty” =10. Os arquivos de cada alinhamento foram salvos no
formato PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) para as analises filogenéticas. As
sequéncias finais obtidas para as diferentes regides gendmicas caracterizadas no presente

trabalho serdo depositadas no GenBank.

2.3.4- Andlises filogenéticas

Sequéncias de espécies do género Colletotrichum disponiveis no GenBank para as seis
regibes genbmicas estudadas foram selecionadas como grupo externo (outgroup) para
enraizamento dos dendrogramas. A partir do alinhamento das sequéncias foi possivel realizar
a inferéncia filogenética do grupo estudado de acessos através da andlise de Maxima
Parcimonia (MP). Os dados das seis regides estudadas (CHS-1, B-TUB2, GPDH, CAL, ACT
e ITS1-5,85-ITS2) foram analisados separadamente para o isolado I5H. Apenas a regido
quitina sintetase foi obtida para os demais acessos estudados.

A andlise de Maxima Parciménia foi conduzida usando o programa PAUP 4.0
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony version 3.1), através da busca heuristica (Swofford,
2003). O programa PAUP foi utilizado para computar a arvore de consenso estrito e para
calcular o grau de consisténcia de cada ramo da arvore atraves da analise de bootstrap com
1000 repeticOes. Associacdes que tiveram valores de bootstrap menores que 50% néo foram
consideradas. Todos os espagos (“gaps”) gerados no alinhamento foram considerados na
construcdo das arvores. Alem disso, foi calculado o nimero de caracteres informativos para
parcimonia, o indice de consisténcia (IC), o indice de retencéo (IR) e o indice de homoplasia
(IH). Os isolados e suas respectivas sequencias obtidas no GeneBank encontram-se Tabela 2.
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2.4 - Patogenicidade e agressividade dos isolados e reacédo de cultivares

Foram instalados dois experimentos para avaliacdo de patogenicidade e agressividade
(sensu Andrivon, 1993) dos isolados de Colletotrichum e o estudo de reagéo dos cultivares a
esses isolados em casa de vegetagdo, na Empresa Agricola Whermann Ltda, Cristalina, GO. O
primeiro com plantio em novembro de 2012 e o segundo em fevereiro de 2013. Em cada
experimenro utilizou-se 16 variedades que foram inoculadas com seis isolados de
Colletotrichum na fase de plantula, aos 10 dias apds a emergéncia. Os ensaios foram
conduzidos em bandejas de isopor de 128 células, divididas em 16 fileiras e oito células por
fileira. Foi plantada uma planta por célula, totalizando oito plantas de uma mesma cultivar por
fileira e cada bandeja conteve 16 cultivares. A unidade experimental foi constituida pelas oito
plantas de cada cultivar, correspondente a uma fileira. O delineamento experimental foi
blocos ao acaso com quatro repeti¢cfes. Cada bandeja foi inoculada com um isolado e mantida
em casa de vegetacdo com suplementacdo de umidade na forma de nebulizagdo. Um
tratamento controle foi inoculado com &gua destilada nas mesmas condi¢des dos demais.
Cada bloco foi constituido por sete bandejas referentes aos seis isolados e a testemunha. O
programa estatistico empregado para a analise dos dados foi 0 Assistat versao 7.7 beta (2013)
e o teste de média empregado foi o Scott-Knott (P < 0,01 ou 0,05), em analise fatorial (2
ensaios x 16 cutivares x 7 isolados). As condicBes acima descritas em que 0s ensaios foram

conduzidos encontram-se na figura 2.

2.4.1 -Producéo do indculo e inoculacéo

As plantulas foram inoculadas com suspensao de conidios, obtidos a partir de colénias
cultivadas por 10 dias a 25°C, fotoperiodo de 12 h em meio BDA. Foram transferidos quatro
discos de BDA de 0,5 cm de diametro em tubos de rosca de 100 mL contendo fragmentos de
1 cm de folhas de taboa (Typha domingensis) previamente autoclavadas e incubadas por 15
dias, conforme recomendado por Costa et al. (2009) modificado. Nestas condicgdes, foi
observada abundante esporulacéo de todos os isolados do patogeno. Para coleta dos esporos, a
cada tubo foi adicionado solugéo de 0,5% de Tween 80, para facilitar a liberacdo de esporos.
A suspensdo produzida foi agitada vigorosamente e, em seguida, filtrada em camada dupla de
gaze para retirada de fragmentos da taboa, de micélio, meio de cultura. Na suspensao de

esporos resultante foi realizado o ajuste da concentracdo para 10° esporos/mL, com emprego
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de camara de Neubauer. Nas condic¢des descritas o isolado I5H produziu forma perfeita na
taboa inoculada, apresentando coloniza¢do subepidérmica, com formacdo de peritécio

subgloboso.

As plantulas foram inoculadas 10 dias apds a emergéncia, no estadio V1/V2 segundo a
escala de Fher (1977), por pulverizacao de suspensao aquosa de esporos, na concentracdo de
10° conidios/mL, seguido de incubagdo por 24 h em camara Umida instalada na prépria casa
de vegetacéo, por meio de molhamento via irrigagéo por nebulizagéo.

2.4.2- Inoculacéo e avaliacdo da incidéncia e severidade da doenga

As avaliacOes foram realizadas 10 dias ap6s a inoculagdo. Foram computados o0 nimero
de plantulas com lesBes cotiledonares e caulinares, de maneira independente. Para
determinacéo da incidéncia da doenca foi considerado o nimero total de plantas inoculadas e
0 numero de plantas com sintomas, obtendo-se a incidéncia média para lesdes cotiledonares e
a incidéncia média para lesdes no caule. No segundo ensaio, em adi¢do a contagem do
namero de plantas com sintomas, foi também avaliada a severidade da doenca, pela medi¢cdo
visual do tamanho das lesbes externas do caule com emprego de paquimetro graduado
manual. Os dados de severidade foram comparados para estimar as diferencas de

agressividade entre os isolados.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Caracterizacdo morfoldgica, morfométrica e cultural

Todos os isolados produziram esporoddquis setosos tipicos de Colletotrichum, com
presenca de setas abundantes e massa de esporos que variaram de bege palido a alaranjado
em meio BDA. Hifas melanizadas e producdo e clamiddsporos. As estruturas descritas de
cada isolado constam das Figuras 3, 4,5, 6,7 e 8.

Com base nas caracteristicas morfoldgicas e na descricdo contida em Sutton (1980),
cinco isolados, com conidios falcados e provenientes dos estados do RS e do MA foram
identificados como pertencentes a espécie C. truncatum. Quanto a coloracdo das coldnias, 0s
isolados apresentaram micélio com tonalidades variaveis de cinza com branco e reverso cinza
escuro esverdeado a negro. Todos esses cinco isolados apresentaram crescimento lento,
inferior a 5 cm de didmetro aos sete dias de cultivo a 25°C em BDA. Resultado semelhante foi
obtido por Jagtap & Sontakke (2009). O isolado 15H, proveniente do estado do TO,
apresentou conidios cilindricos e crescimento micelial mais rapido que os demais, atingindo 9
cm aos 7 dias de cultivo. Quanto ao formato da colbnia, os isolados 11A2MM (RS), 11.7MM
(RS) e 10C3MM (MA) apresentaram formato estrelar, enquanto os isolados 5.1MM (MA) e
6.1IMM (MA) apresentaram colénias circulares com margens irregulares e enrugadas. O
formato estrelar das colénias também foi relatado por Carvalho (2009). A textura é pouco
Cotonosa, caracterizada pela presenca discreta de micélio aéreo. Os dados morfoldgicos e
culturais de todos os isolados estdo apresentados na Tabela 3.

O isolado 6.1MM apresentou a menor média de tamanho de conidios, medindo 19,5 x

3,6 um, e o isolado 11.7MM apresentou a maior média com 25,8 x 3,5 um. Estes resultados
também coincidem com os relatados por Jagtap & Sontakke (2009). Estes autores estudaram a
morfologia de C. truncatum patogénicos a soja na India e observaram conidios variando de
18,8 x 3,5 um a 26,4 x 3,6 um em seis isolados. Quanto a descri¢do de Sutton (1980) este
relata variacdo de 15.5-24 pm x 3.5-4,0 um. Carvalho (2009) caracterizou C. truncatum
causadores da antracnose do feijdo fava e encontrou as mesmas variagoes descritas pelos
demais autores, avaliando trés isolados, encontrou as seguintes dimensdes de conidios: 18,3-
26,6 pm x 2,0-4,0 pm. Quanto a forma e dimensdo dos apressorios dos isolados estudados no
65



presente trabalho foram encontrados os tipos circulares, clavados e irregulares, medindo entre
13,2 x 8,3 um a 9,0 x 6,0 um. Estas medidas estdo compativeis com as descri¢cdes de Sutton

(1980) com variacédo de 11-16 x 8-9.5 um. Os dados estdo apresentados na Tabela 4.

O isolado 15H, proveniente do Estado do Tocantins, de conidios cilindricos, destacou-
se dos demais isolados com apresentando as seguintes caracteristicas: Col6nias com coloracao
cinza escura a negra com reverso negro, crescimento rapido, conidios cilindricos hialinos, néo
septados medindo 14-18 um x 4-6 um, apressorios variando de 10-19 x 4-9 um com formato
varidvel, lobados e crenados. As caracteristcas morfologicas sdo similares a descritas por
Hyde et al. (2009) para Colletotrichum cliviae em espécies pertencentes a familia
Amaryllidaceae. No entanto ndo detectaram a fase ascdgena do fungo, a qual foi observado
posteriormente por Hyde et al., (2013), em isolado proveniente de hospedeira da familia
Orquidaceae. No presente em BDA e folhas de Taboa autoclavadas, o isolado I5H formou
ascomas com caracteristicas de espécies de Glomerella. Os ascos variaram de 46-62 pum x 9-
14 pm e os ascosporos de 15-21 pum x 4,5-6 pm, hialinos unicelulares, curvados com
extremidades obtusas. No entanto, no caso registrado por Hyde et al. (2013), os ascos
apresentaram dimensdes maiores comparadas com as encontradas no presente estudo, no
entanto os ascosporos mostram dimensdes semelhantes Desta forma, este é o segundo relato
da forma perfeita de C.cliviae, o primeiro relato da ocorréncia desta espécie no Brasil, e

principalmente, o primeiro relato de C. clivae como patdgeno causador da antracnose em soja.

O sequenciamento de um fragmento do gene quitina sintetase, a partir dos primers
CHS179F/CHS35AR e da comparacdo com outros isolados no Genbank, confirmou que 0s
isolados 11A2MM, 11.7MM, 5.1MM, 6.1MM e 10C3MM pertencem & espécie C. truncatum.
Cinco dos isolados apresentaram 99 e 98% de identidade com C. truncatum (GenBank
KC109571.1). Quanto ao isolado I5H este apresentou 98% de similaridade com
Colletotrichum cliviae (GenBank JX519232.1). Para a confirmacdo da identidade deste
isolado, foram sequenciadas as regides genémicas CHS-1, B-tubulina2, GPDH, Calmodulina,
Actina e ITS1-5,85-1TS2. As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas com geracao
de uma arvore filogenética que permitiu agrupar os isolados de diferentes espécies associadas
a antracnose da soja, em clados distintos, permitindo a confirmacdo da espécie C. cliviae
obtida da cultura da soja com outros isolados de C. cliviae com origem na China com

sequéncias obtidas no GenBank.
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3.3- Anélise filogenética

O conjunto de dados da regido génica que codifica actina compreendeu 243 caracteres
apo6s o alinhamento, e 0 numero de caracteres parcimonicos informativos foi 68, o que
correspondeu a 27,98% dos dados. A arvore gerada a partir da analise de parcimdnia
apresentou os seguintes indices (Cl= 0.8472, %PI1C=27,98%, R1=0.9083, RC=0.7696 e 0
HI=0.1528) (Tabela 5), o que possibilitou separar os isolados em 5 clados distintos. O clado
1 corresponde ao isolado CPOS1 C. coccodes, o clado 2 é composto pelos isolados I5H,
CSSS1, CSSS2, CSSK4 E CORCG4 pertencente a C. cliviae com formacéo de 2 sub grupos
com bootstrap 100%. Clado 3 os isolados CSST5, CSSX2, CSST3 pertencentes ao taxon C.
truncatum com formacao de dois subgrupos booststrap 100% .O Clado 4 corresponde ao
isolado CGMCC3.15129 de C. destructivum bootstrap 98% e o clado 5 corresponde ao grupo

externo C. graminicola (Figura 9)

Considerando a regido génica que codifica f3-tubulina esta foi constituida por 513
caracteres apds o alinhamento, e o nimero de caracteres parciménicos informativos foi 173 o
que correspondeu a 33,72% dos dados. A arvore gerada a partir da analise de Parcimonia
apresentou os seguintes indices (Cl= 0.8006, %PI1C=33,72%, RI=0.8620, RC=0.6901 e o
HI=0.1994) (Tabela 5), o que possibilitou separar os isolados em 6 clados distintos com
separacdo de espécies de Colletotrichum e agrupando os isolados de maneira semelhante ao

agrupamento da regido génica actina e ITS (Figura 9).

O alinhamento das sequencias correspondentes a um segmento do gene calmodulina foi
constituido por 684 caracteres e 0 humero de caracteres parcimonicos informativos foi 248
correspondendo a 36,25% dos dados. A arvore gerada a partir da analise de parciménia
apresentaram os seguintes indices (Cl= 0.9222, %PI1C=33,25%, R1=0.9597, RC=0.8851 e 0
H1=0.07789) (Tabela 5), o que possibilitou separar os isolados em 5 clados distintos com
separacdo de espécies de Colletotrichum e agrupando os isolados de maneira semelhante ao
agrupamento da regido génica Actinas e f3-tubulina. (Figura 9).

O gene CHS foi constituido por 229 caracteres ap0s alinhamento e 0 nimero de caracteres
parcimonicos informativos foi 38 correspondendo a 16,59% dos dados. A arvore gerada a

partir da analise de parcimbnia apresentaram os seguintes indices (Cl= 0.8167, %PIC=
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16,59%, R1=0.9083, RC=0.7696 e 0 H1=0.1833) (Tabela 5), o que possibilitou agrupar em 5
clados semelhante ao agrupamento da regido génica Actina, 3-tubulina e Calmodulina
(Figura 9).

Os dados da regido génica GPDH foram constituidos por 250 caracteres apos
alinhamento e o numero de caracteres parcimonicos informativos foi 133 correspondendo a
53,2% dos dados. A arvore gerada a partir da analise de parcimdnia apresentou os seguintes
indices (Cl= 0.9188, %P1C=53,25%, R1=0.9600, RC=0.8820 e o HI=0.0812) (Tabela 5), o
que possibilitou separar os isolados em 5 clados distintos com separacdo de espécies de
Colletotrichum e agrupando os isolados de maneira semelhante ao agrupamento da regido

génica Actinas, 3-tubulina, ITS e Calmodulina (Figura 9).

A Regido ITS1-5,85-ITS2 foi constituida por 523 caracteres ap6s o alinhamento e o
numero de caracteres parcimonicos informativos foi 84 correspondendo a 16,06% dos dados.
A arvore gerada apartir da analise de Parcimonia apresentou os seguintes dados (Cl= 0.8023,
%PI1C=16,06%, R1=0.8776, RC=0.7041 e 0 HI=0.1977) (Tabela 5), 0 que possibilitou separar
os isolados em 5 clados distintos de maneira semelhante ao agrupamento da regido génica
Actina, no entanto, foi adicionados dois isolados de C. gloeosporioides e a exclusédo do C.
destructivum devido o0 mesmo ndo possuir sequéncia depositada no GeneBank para essa

regido. (Figura 9).

As analises das seis regibes genémicas, independentes, através da analise de parcimonia,
gerou filogramas semelhantes. No entanto, a regido que apresentou o maior nimero de
caracteres informativos foi a regido génica que codifica a Calmodulina com 684 caracteres
totais sendo 248 informativos totalizando 36,5% dos dados. Contudo, a maior porcentagem
de caracteres informativos sdo na regido génica GPDH esta apresentou 250 caracteres totais
sendo 133 informativos totalizando 53,2% dos dados. A regido ITS foi a menos informativa,

com 523 caracteres totais e apenas 84 informativos totalizando 16% dos dados.

Os alinhamentos das sequencias encontram-se em anexos, representados pelas figuras, 10,
11,12 13,14 e 15.
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3.4-Patogenicidade e agressividade de Colletotrichum truncatum e C. clivae em plantulas
de soja

3.4.1-Incidéncia em cotilédones

Houve interacéo significativa (p< 0,01) entre isolados e experimentos (tabela 6), portanto
os resultados de cada ensaio foram analisados separadamente. No primeiro ensaio as
incidéncia da antracnose em cotilédones foi estatisticamente menor quando comparadas com
as incidéncias no segundo ensaio, o qual apresentou um incremento na ordem de 60,8% pois a
incidéncia média no primeiro ensaio foi de 15,6% e 25,1% no segundo. Cerca de 12-14% das
plantas testemunhas apresentaram sintomas no cotilédones entre os ensaios. Os dados

encontram-se nas tabelas 7 e 8.

Ensaio 1: No primeiro ensaio todos os tratamentos diferiram estatisticamente da
testemunha quanto a incidéncia da antracnose nos cotilédones nao diferindo entre si (P <
0,01). A maior média de incidéncia 18%, foi obtida com o isolado 11.7MM e a segunda

maior média foi 16,6% pelo isolado I15H e a testemunha 12,1%.

Ensaio 2: No segundo ensaio, quanto & incidéncia da antracnose nos cotilédones,
todos os tratamentos diferiram estatisticamente da testemunha, no entanto apenas o isolado
5.1MM diferiu dos demais (P < 0,01), com incidéncia média de 32,8% em cotilédones. Em
relacdo ao isolado I5H este apresentou uma incidéncia media de 27,3% em cotilédones, e a
testemunha 13,8%.

3.4.2- Incidéncia em caule
Foi detectada interacdo significativa (P< 0,01), entre experimento e isolado para a

variavel incidéncia da antracnose em caule (tabela 9), desta forma os ensaios sdo apresentados

separadamente. Os dados encontram-se nas tabelas 10 e 11.

Ensaio 1. Quanto a incidéncia no caule, houve formacéo de quatro grupos distintos, apenas o

isolado 10C3MM néo diferiu da testemunha (P < 0,01), e todos os isolados diferiram entre si.
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O isolado 11.7MM apresentou a maior media de incidéncia da antracnose no caule na ordem

de 25,5% e o isolado I5H a segunda maior média 21%.

Ensaio 2: Em relagédo a incidéncia da antracnose no caule, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha, no entanto apenas o isolado 5.1MM diferiu dos demais (P <
0,01), com incidéncia média 20,7% no caule. Quanto ao isolado I15H considerando les6es no

caule este ndo diferiu dos demais tratamentos, diferindo apenas da testemunha.

Considerando o primeiro ensaio, este apresentou média de 12,7% e o segundo ensaio
meédia de 5,1%, no entanto o primeiro ensaio conduzido no més de novembro apresentou
incremento de 164% na incidéncia em caule. No segundo ensaio apenas o isolado 5.1MM foi
capaz de colonizar e expressar sintomas no caule em todas as cultivares consideradas no
estudo. Os demais isolados apresentaram essa habilidade reduzida sendo capaz de colonizar e
causar sintomas no caule em uma faixa de 5 a 10 cultivares dependente do isolado. No caso
especifico do isolado I5H, o mesmo causou lesGes em apenas 4 cultivares, embora

estatisticamente nao foi possivel comprovar a interacdo entre isolados e variedades.

3.4.3-Agressividade

A agressividade estimada pelo comprimento das lesbes no caule foi determinada apenas no
segundo ensaio. As variacdes nas dimensdes das lesdes ocasionadas por C. truncatum e seus
respectivos isolados foram: isolado 5.1MM 0,3 a 1,8cm; o isolado 10C3MM 0,4 al,3; o
isolado 11.7MM 0,3 a 2,3; o isolado 6.1MM 0,4-1,2 e o isolado 11A2MM 0,3 a 1,2. O

isolado 15H correspondente a C. cliviae apresentou variacdo de 0,2 a 1,7.

Estatisticamente apenas os isolados 5.1MM e 11.7MM diferiram estatisticamente da
testemunha, diferindo entre si a (P < 0,05), com formac&o de trés grupos distintos (tabelas 12
e 13). E importante ressaltar que apesar do isolado I15H mostrar uma baixa capacidade de
causar lesdes em caule agrupando-se com a testemunha neste segundo ensaio, no primeiro
ensaio o qual ndo foi devidamente quantificado, mas observado, causou ledes intensas e a

segunda maior média de incidéncia.
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3.4.4- Reacao de cultivares de soja

Ensaio 1- Quanto ao comportamento das cultivares inoculadas em novembro de 2012, estas
diferiram estatisticamente entre si com formacgédo de quatro grupos estatisticamente distintos
(P <0,01), tornando evidente a variabilidade do germoplasma de soja quanto a resisténcia no
cotiledone. as cultivares que apresentaram os menores indices de lesdes cotiledonares foram:
BRS Pintado, TMG 115, W811, W877 e as mais susceptiveis foram: W891, W731, W875,
W712.

Considerando incidéncia da antracnose no caule houve formacdo de 3 grupos
estatisticamente distinto entre si. Os materiais que apresentaram os menores indices de lesGes
no caule foram: W842, BRS Pintado, W787, W875 e W877 e os maiores indice foram:W891,
W801,W828 e P98Y11.

Ensaio 2 - Considerando o comportamento das cultivares, no experimento de fevereiro de
2013, houve diferenca estatistica quanto a incidéncia de les6es cotiledonares com formacao de
5 grupos distintos (P < 0,01). As cultivares que apresentaram as menores médias de
incidéncia da antracnose nos cotilédones e pertencentes ao mesmo grupo estatistico foram:
W811, BRS Pintado, W842, W877, W875 e W791. A cultivar W712 obteve a maior média
com 58% de incidéncia cotiledonar, sendo portanto estatisticamente distinta das demais,

sendo portanto, a mais suscetivel nas condi¢6es avaliadas.

Em relacdo a incidéncia de lesdes no caule no segundo ensaio, ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos, todas as cultivares apresentaram o mesmo comportamento.
No entanto foram observadas variacdes, as cultivares que apresentaram as maiores média de
incidéncia no caule foram a W801 e W787 com 8,4% de incidéncia e a cultivar que obteve a

menor média foi a cultivar W811 com 1,7% de incidéncia.

Quanto ao tamanho das lesdes no caule, houve diferencas estatisticas entre os tratamentos
com formagéo de dois grupos estatisticamente distintos. O grupo que apresentou as maiores
médias de lesbes no caule incluiu as seguintes cultivares: W875, P98Y11l, W828,
W787,TMG127, W801, sendo considerada as mais suscetiveis para esta varidvel, nas

condicdes avaliadas. As Cultivares mais resistentes pertencente ao segundo grupo estatistico a
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5%pp foram: W731, W842, W810, W877, W791, W811, W891, TMG115, W712 E BRS
Pintado.

A variavel “Incidéncia de lesdo cotiledonar” foi mais discriminatdria entre as variaveis, esta
afirmacdo tem como pressuposto que todos os isolados causaram lesdes cotiledonares, mas

nem todos causaram lesdes no caule.

Embora a literatura considere como principal agente causal da antracnose da soja a espécie
C. truncatum, a taxonomia dos agentes causais da antracnose esta claramente em um estado
de fluxo (e.g. Yang et al., 2012, 2014) e varias outras especies de Colletotrichum também
podem estar envolvidas na doenca em diferentes regifes geograficas. Até o momento,
nenhum relato de C. clivae estave associado a antracnose da soja. O isolado 15H, proveniente
do Estado do TO, onde lesdes em plantulas e plantas adultas s&o muito severas, classificou-se
como um dos mais agressivos a soja, causando lesdes tanto em cotilédones como em hastes
(Figura 2). Além deste isolado, diversas amostras da colecdo de isolados de soja do Brasil,
provenientes dos estados do TO, MA e DF parecem pertencer a mesma espécie, de acordo
com caracteres moleculares definidos por padrdo de bandas por meio da técnica RAPD e
caracteres morfoldgicos como coloragdo e aspectos das col6nias.

Este é o primeiro relato sobre a etiologia da antracnose no Brasil e acrescenta
informagdes relevantes para o controle da doenga. Colletotrichum clivae néo foi relatada no
Brasil, nunca foi relatada como patogénica a soja, tem habilidade de colonizar tanto as folhas
cotiledonares quanto a tecidos caulinares de plantulas em desenvolvimento e se apresenta
como muito agressiva a cultura. A deteccdo de C. clivae em soja no Brasil reforca a ideia que
a antracnose na cultura da soja ndo é devida a apenas um agente causal, mas a um complexo
de espécies, talvez distribuidos em regides geograficamente distintas. A confirmacdo da
variabilidade do agente causal devera ser considerada nas recomendacbes de controle
genético, quimico e cultural, pois as caracteristicas dos agentes causais da antracnose, assim

como sua agressividade sao distintas.

Colletotrichum cliviae foi originalmente descrito na China, coincidentemente 0 mesmo
centro de origem da soja. E possivel que esse patdgeno seja originario da Asia e que tenha
sido introduzido no Brasil via sementes de germoplasmas ou de variedades comerciais de
soja. De fato, o transito de sementes de soja foi e ainda é extenso entre o Brasil e outros

paises. N&o se exclui a possibilidade de que esse patdgeno ja esteja no Brasil ha muito tempo.
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No entanto, a similaridade morfol6gica com C. gloeosporioides, outro Colletotrichum de
conidios cilindricos e que ja é conhecido em soja, pode ter evitado uma prévia e correta
identificacdo da espécie. Diante da confirmacdo de Colletotrichum cliviae no Brasil e
apresentando capacidade patogénica e alta agressividade na cultura da soja, surge a
necessidade de busca de resisténcia para esse patdégeno, uma vez que 0s genes de resisténcia
também tendem a ser espécie-especificos. Além disso, os sintomas causados por esta espécie
estdo entre os mais severos. Um levantamento mais amplo para estimar a distribuicdo

geogréfica e a importancia epidemioldgica de C. cliviae também se faz necessario.
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4-CONCLUSOES

- Considerando as caracteristicas morfologicas, morfométricas e moleculares todos o0s
isolados avaliados apresentaram padrdo caracteristico de C. truncatum com excecdo do
isolado I5H que de acordo com as caracteristicas mencionadas foi identificado como C.

cliviae.
- Foram detectadas diferencas de agressividade entre os isolados de C. truncatum.

- As regides génicas, Actina, Calmodulina, f3-tubulina, CHS, GPDH e ITS geraram por meio

de analise de parcim6nia 0 mesmo padréo de arvore filogenética (filograma).

-A regido que apresentou o maior numero de caracter informativo foi a regido génica que

codifica a Calmodulina e a regido com menor caracter informativo foi a regido ITS.

- Foi possivel diferenciar os clados de Colletotrichum associados a cultura da soja através das
arvores filogenéticas gerada a partir da analise de parciménia, as quais agruparam o isolado
I5H com outros isolados de C. cliviae obtidos no GeneBank, com formacdo de sub grupos

caracterizando possiveis linhagens.

- Confirmou-se que a antracnose da soja possui mais de um agente causal, incluindo C. cliviae

no Brasil.

- Ha variabilidade genética das cultivares para resisténcia a antracnose.
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Tabela 1 — Primers usados para amplificacdo PCR e

Colletotrichum cliviae.

sequenciamento do DNA de

Gene Primer Sequencia dos primers Referéncia
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS White et al., 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
Actina Carbone & Konh, 1999
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
CL1 GARTACAAGGAGGCCTTCTC
CAL Johnston, pers.comm.
CL2 TTTTTGCATCATGAGTTGGAC
CHS1-79F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG
CHS1 Carbone et al, 1999
CHS1-354R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG
GDF1 GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA Guerber et al., 2003.
GPDH
GDR1 GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT Templeton et al., 1992
Tl AACATGCGTGAGATTGTAAGT O’Donnell & Cigelnic, 1997
B-Tubulina
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass & Donaldson, 1995
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Tabela 2- Isolados de Colletottrichum usados neste estudo, com

numero do GenBank para seis genes.

GenBank

Taxon Espécie N° Hospedeiro Origem Ne ITS B-tubulina N° CAL N° CHS1 N° GPDH  N° Actina
C. cliviae CSSK4 Clivia miniata China GQ485607 GQB849440 GQB849464 GQ856722 GQB856756 GQ856777
C. cliviae CSss1 Clivia miniata China GU109479 GU085869 GU085863 GU085865 GU085867 GU085861
C. cliviae CSSS2 Clivia miniata China GU109480 GU085870 GU085864 (GU085866 GU085868 GU085862
C. cliviae CORCG2 Cymbidium hookerianum  Guiyang, Guizhou HM585397 HM585422 HM582007 HM582024 HM585380 HM581985
C. cliviae CORCX9 Arudina raminifolia Jinghong, Yunnan HM585398 HM585423 HM582008 HM582025 HM585381 HM581986
C. coccodes CPOS1 Solanum tuberosum Guizhou GQ485588 GQB849444 GQ849468 GQ856723 GQ856744 GQ856787
C. gloeosporioides CORCG4 Vanda sp. Luodian, Guizhou HMO034808 HMO034810 HMO034802 HMO034804 HMO034806 HMO034800
C. gloeosporioides CORCG4 Vanda sp. Luodian, Guizhou HMO034809 HMO034811 HMO034803 HMO034805 HMO034807 HMO034801
C. truncatum CSSX2 Crinum asiaticum China GQ485595 (GQB49424 (GQ849457 GQ856736 GQ856750 GQB856766
C. truncatum CSST3 Hymenocallis sp. Tailandia GQ485592 GQB849442 GQ849471 GQ856740 GQ856754 GQ856779
C. truncatum CSST5 Hymenocallis sp. Tailandia GQ485591 (GQB49428 (GQB849458 GQ856741 GQ856751 GQ856781
C. truncatum CBS120709  Capsicum frutescens india GQ485593 GQB49429 (GQB849453 GQ856739 GQB856753 GQ856783
C. destructivum cGMCC - - - - - - - KC843546
C. graminicola ATCCMYA4 - - KF278451 - - - - GQ005831
C.graminicola - - - - - - AY052545 - -
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Tabela 3 — Caracteristicas morfoldgicas de isolados de Colletotrichum truncatum e C. cliviae cultivados em meio BDA por 7 dias e incubados a 25°C +

2°C.
Caracteres Isolados
11A2MM I5H 11.7MM 5.1MM 6.1MM 10C3MM

Colbdnias

Origem geogréafica RS TO RS MA MA MA

Crescimento Lento Rapido Lento Lento Lento Lento

Forma estrelar circular Circular Circular enrugado Circular enrugado Estrelar

Margem Irregular Regular Irregular Irregular Irregular Irregular

Coloragio Cinza com branco Cinza escura a negra Cinza com branco reverso Cinza escura com Cinza escura com Cinza com branco

reverso negra reverso negra cinza escuro esverdeado reverso negra reverso negra reverso negra

Textura Pouco Cotonosa Pouco Cotonosa Pouco Cotonosa Pouco Cotonosa Pouco Cotonosa Pouco Cotonosa

Zona Ausente Circular Ausente Ausente Ausente Ausente
Conidio

Comprimento 23,0 16,0 26,0 24,0 20,0 24,0

Largura 4,0 5,0 3,5 3,5 35 30

Septagdo Néo septado Néo setado Néo septado Néo septado Néo septado Néo septado

Coloracdo Hialino Hialino Hialino Hialino Hialino Hialino

Formato Falcado Cilindrico Falcado Falcado Falcado Falcado

Apressorio

Comprimento 13,0 14,0 13,5 10,0 13,5 9,0

Largura 8,5 6,5 7,0 7,0 7,5 6,0

Formato Variadol Varidado Variado Variado Variado Variado

82



Tabela 4- Dimensdes de conidios e apressorios de Colletotrichum truncatum e C. cliviae cultivados
em meio BDA durante 7 dias e incubados a 24°C £ 2°C. um

Dimensédo dos conidios (um) Dimenséao do apressorio (um)
Comprimento Largura Comprimento Largura
Isolado Média  Variacdo Média Variagdo Média  Variagdo Média  Variagao
11A2MM 235 20,0-27,0 4,0 3,0-50 13,0 9,0-19,0 8,5 6,5-11,0
I5H 16,0 14,0-18,0 5,0 40-6,0 140 10,0-19,0 656 40- 9,0

11.7MM 26,0 240-280 35 3,0-4,0 13,5 9,0-19,0 7,0 50- 90
5.1MM 24,5 220-270 35 3,0-4,0 10,0 6,5-15,0 7,5 6,0- 9,0
6.1MM 20,0 150-250 35 20-50 135 11,5-18,0 7,0 55-85
10C3MM 245 210-280 30 20-4,0 9,0 7,0-12,0 6,0 45-7,0
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Tabela 5- Descricdo da anélise estatistica para Actina, 3-tubulina, CAL, CHS1, GPDH e ITS,
determinado pelo PAUP.

Actina B-tubulina  CAL CHS1 GPDH ITS

Caracter 243 513 684 229 250 523
NPIC 68 173 248 38 133 84
%NPIC 27,98%  33,72% 36,25%  16,59% 53,2% 16,06%
Cl 0.8472 0.8006 0.9222 0.8167 0.9188 0.8023
RI 0.9083 0.8620 0.9597 0.9083 0.9600 0.8776
RC 0.7696 0.6901 0.8851 0.7696 0.8820 0.7041
HI 0.1528 0.1994 0.0789 0.1833 0.0812 0.1977
Abreviacdo:

NPIC, Numero de caracteres porciménicos informativos.

Cl, Indice de consisténcia.
RI, indice de retengdo.
RC, consisténcia da retencéo

HI, indice de homoplasia.
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Tabela 6: Experimento fatorial com sua respectiva analise de variancia, com as fontes de
variacdo: experimento, cultivar, isolado e interacdes entre os fatores para a variavel,
incidéncia em cotilédone. Programa, ASSISTAT versao 7.7 beta (2013). UnB:2014.

FV GL SQ QM F
Cultivar 15 102311.99 6820.79 28.66**
Isolado 6 10088.47 1681.41 7.06**
Experimento 1 19923.04 19923.04 83.73**
Cultivar X isolado 90 17641.06 196.01 0.8238ns
Cultivar X Experimento 15 34701.16 2313.41 9.72**
Isolado X Experimento 6 3713.10 618.85 2.60*
CultivarX isolado X experimento 90  24984.64 277.60 1.16ns
Tratamento 223 213363.49 956.78 4.02**
Erro 672 159892.70 237.93

Total 895 373256.20

** Significativo a 1% de probabilidade (P<.01)
*Significativo a 5% de probabilidade (.01=<p<.05)
Ns — Néo significativo
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Tabela 7- Incidéncia da antracnose em cotilédones de 16 cultivares inoculadas com seis
isolados de Colletotrichum truncatum e C. cliviae.

Cultivares Ensaio 1 Ensaio 2
w877 6,2aA 8,4aA
W811 6,2aA 8,9aA
BRS Pintado 5,3aA 9,3aA
w842 15,1bA 11,6aA
W828 15,6bA 12,0aA
W875 25,4cA 14,7aB
W791 8,0aA 16,0aA
w810 19,1cA 19,1bA
TMG 115 5,3aB 21,8bA
Po8Y11 13,3bB 24,1bA
w801 16,5bB 25,4 bA
TMG127 15,2bB 38,8cA
W731 28,5dB 39,6cA
w891 32,8dB 45,0cA
w787 16,9bB 49,1dA
W712 21,4cB 58,0eA
Média 15,2 24,5

Letras iguais na coluna néo difere estatisticamente entrei a a 5%
Letras iguais nas linhas nédo diferem estatisticamente entre si a 5%.
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Tabela 8- Incidéncia de seis isolados de Colletotrichum truncatum e C. cliviae em
cotiledones de 16 cultivares de soja.Brasilia:2014.

Isolado Ensaio 1 Ensaio?2
11.7MM 18,0aB 26,5bA
I5H 16,6aB 27,3bA
5.1MM 16,2aB 32,8aA
11A2MM 16,2aB 25,7bA
10C3MM 15,6aB 23,8bA
6.1MM 15,2aB 25,9bA
TEST 12,1aA 13,8cA
Média 15,6 25,1

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente entrei a a 5%
Letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si a 5%.
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Tabela 9: Experimento fatorial com sua respectiva analise de variancia, com as fontes de
variacdo: experimento, cultivar, isolado e interagdes entre os fatores para a variavel incidéncia
em caule. Programa, ASSISTAT verséo 7.7 beta (2013).

FV SQ QM F
Cultivar 9928.154 661.876 3.060**
Isolado 32675.105 5445.850 25.183**
Experimento 15604482 15604.482 72.160**
Cultivar X isolado 13596.464 151.071 0.6986ns
Cultivar X Experimento 5822.378 388.158 1.7950*
Isolado X Experimento 24780.647 4130.107 190990**
CultivarX isolado X experimento 12282.083 136.467 0.6311ns
Tratamento 114689.317 514.301 2.378**
Erro 145318.180 216.247

Total 260007.497

** Significativo a 1% de probabilidade (P<.01)
*Significativo a 5% de probabilidade (.01=<p<.05)
Ns — Néo significativo
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Tabela 10- Incidéncia da antracnose em Caule de 16 cultivares inoculadas com seis isolados
de Colletotrichum truncatum e C. cliviae na cultura da soja.

Variedades Ensaio 1 Ensaio 2
w842 5,3aA 2,2aA
PINTADO 6,2aA 4,4aA
W787 8,0aA 8,4aA
W731 8,4aA 0,8aA
W712 8,9aA 2,6aA
W875 9,8aA 5,3aA
W877 9,8aA 2,6aA
TMG 115 12,9bA 5,3aA
Po8Y11 13,3bA 5,8aA
W791 13,3bA 2,6aB
TMG127 14,2bA 5,8aB
w810 14,7bA 4,0aB
W811 14,7bA 1,7aB
W828 17,0bA 7,5aB
w801 23,2CcA 8,4aB
W891 25,8cA 4,4aB

Média 12,8 51

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente entrei a a 5%
Letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si a 5%.
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Tabela 11- Incidéncia de seis isolados de Colletotrichum truncatum e C. cliviae em caule
inoculados em 16 cultivares de soja.

Isolado Ensaio 1 Ensaio 2

TEST 0,0 aA 0,0 baA
10C3MM 1,6 aA 1,4bB
11A2MM 9,3 bA 2,1bB
5.1MM 13,1 ¢cB 20,7aA
6.1MM 18,9 dA 1,4bB
I5H 21,0 dA 1,7bB
11.7MM 25,5eA 4,5bB

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente entrei a a 5%
Letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si a 5%.



Tabela 12: Andlise de variancia referente ao segundo ensaio, conduzido em fevereiro de
2012. Fontes de variagdo, isolado e cultivar. Variavel analisada: tamanho de leséo no caule.
Programa estatistico SISVAR, teste de media Scot Knot 5%pp.UnB:2014.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Cultivar 15 3.548 0.236575 2.274 0.0046
Isolado 6 19.570 3.261785 31.353 0.0000
Bloco 3 0.210 0.070031 0.673 0.5688
Cultivar X Isolado 90 10.476 0.116410 1.119 0.2398
erro 331 34.434 0.104033

Total corrigido 445 68.241

Cv(%) 196.4

Média geral 0.16  N.observagOes: 446




Tabela 13- Tamanho de lesdo em caule, induzidas por 5 isolados de
truncatum e 1 isolado de C. cliviae em 16 cultivares de soja.

Isolado Tamanho das les6es no caule
Testemunha 0.00 a
6.1MM 0.04a
I5H 0.04a
10C3MM 0.06 a
11A2MM 0.09a
11.7MM 0.24b
5.1MM 0.64c

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente entrei a 5%.

Colletotrichum
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Tabela 14-Tamanho de lesdo tipica de antracnose em Caule de 16 cultivares inoculadas com
seis isolados de Colletotrichum truncatum e C. cliviae na cultura da soja.

Variedades Tamanho de lesdo no caule
W731 0.03a
w842 0.05a
w810 0.06a
w877 0.08a
W791 0.10a
w811 0.11a
w891 0.12a

TMG135 0.13a
BRS Pintado 0.13a
W712 0.14a
w801 0.21b
w787 0.23b
TMG127 0.28b
w828 0.30b
PO8Y11 0.30b
W875 0.30b
MEDIA 0.15

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente entrei a 5%
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FIGURA 1. Sintomas de antracnose observados em lavouras comerciais de soja nos estados do
TO e DF. A, lesdo tipica em cotilédones. B, sintomas no caule. C, lesdo avermelhada deprimida na
base do peciolo. D, lesGes nas nervuras com coloracdo castanha. E, lesbes necroticas em vagens em
granacdo. F, seca do peciolo em vagem. G,vagem retorcida e negra. H, acérvulos com abundante
esporulacdo em vagem. |, detalhes da massa de esporos produzidas pelos acérvulos. J, setas

emergindo da massa de esporos dos acérvulos em vagem.
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FIGURA 2. Inoculacdo e sintomas induzidos por Colletotrichum cliviae isolado de
plantas de soja naturalmente infectadas. A, Planta de taboa. B,Detalhes da produgéo de
indculo em Taboa autoclavada com abundante colonizagdo. C, Estadio de desenvolvimento
da plantula no momento da inoculagédo. D, detalhes do processo de inoculacdo. E. Vista geral
do ensaio em casa de vegetacdo. F, testemunha. G, sintoma no caule apés 10 dias da
inoculagdo com C. cliviae. H, sintoma nas folhas cotiledonares ap6s 10 dias da inoculagéo

com C. cliviae.
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FIGURA 3. Colletotrichum truncatum, isolado 10C3MM obtido de plantas de soja
naturalmente infectada e fotografado em microscopia ética. A,Estroma setoso. B e
F,Esporodoquios formados nos estromas setosos mostrando grupos de células conidiogénicas
fialidicas dando origem a conidios falcados. C-E, setas férteis com produgdo de conidios a
partir da extremidade.G, detalhes dos conidios. H e I, apressorios de formato variado.
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FIGURA 4. Colletotrichum truncatum, isolado 5.1MM, obtido de plantas de soja
naturalmente infectada e fotografado em microscopia 6tica. A, Estroma setoso. B e D,
Esporoddquios formados nos estromas setosos mostrando grupos de células conidiogénicas
fialidicas dando origem a conidios cilindrico-falcado. C, setas férteis com produgdo de
conidios a partir da extremidade. E,F,G Apressorios. H, conidiogénese apartir de hifas |,
detalhes dos conidios.
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FIGURA 5. Colletotrichum truncatum, isolado 11.7MM, obtido de plantas de soja
naturalmente infectada e fotografado em microscopia 6tica A, Estroma setoso. B e C,
Esporodoquios formados nos estromas setosos mostrando grupos de células conidiogénicas
fialidicas dando origem a conidios cilindrico-falcado. D, grupo de conidios E, Apressorios
formando hifas em cultura. F-G, Apressorios oriundos da germinacdo de conidios. 1,J e H,

apressorios de formato variado.
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FIGURA 6. Colletotrichum truncatum, isolado 6.1MM, obtido de plantas de soja
naturalmente infectada e fotografado em microscopia 6tica. A, Estroma setoso. B, Célula
conidiogénica formada em esporoddquio contida no estroma setoso. C, detalhes dos conidios
E-G, Apressorios de formato variado.
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FIGURA 7. Colletotrichum truncatum, isolado 11A2MM, obtido de plantas de soja
naturalmente infectada e fotografado em microscopia Otica. A. Estroma setoso. B,
Detalhes das setas. C, Célula conidiogénica fialidica portando um conidio. D, Massa de
conidioforos E, conidiéforo septados, alguns com células conidiogéncias. F,Grupo de células

conidiogénicas. G, conidios. H-K, Apressorios na extremidade de tubos germinativos.
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FIGURA 8. Colletotrichum cliviae isolado I15H visto em cultura e colonizando folha de Taboa
(Typha domingensis) obtido de plantas de soja naturalmente infectadas. A. aspecto da col6nia.
B. Estroma setoso. C. Detalhes das setas. D. Detalhes de uma seta verrugulosa. E. Massa de conidios.
F. Conidio germinado dando origem a apressorio marrom escuro formando tubo de penetragdo. G-H.
Apressorios de formato variado. I, Hifas e conidios. J. Ascoma Peritecidide suepidérmico em folha de

Taboa autoclavadas. K Conjunto de ascos tipicos de glomerella. L, Grupo de ascosporos.
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Figura 9 — Cladograma consenso obtida pela analise de maxima parcimonia a partir das
sequéncias da regido ACT, GPDH, CAL, B-TUB, CHS1 (CHS1-79F CHS1-354R) e ITS de
Colletotrichum sp. associados a soja.
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alinhamento de sequencias de DNA da regido génica que codifica actina, entre os diversos isolados de
Colletotrichum cliviae, C. coccodes, C. destructivum, C. graminicola e C. truncatum, associados a cultura da soja.
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Figura 11 — Comparacdo por alinhamento de sequencias de DNA da regido génica que
codifica calmodulina, entre os diversos isolados de Colletotrichum truncatum, C.
gloeosporioides, C. coccodes, C. cliviae, I5H associados a cultura da soja. UnB:2014
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Comparacdo por alinhamento de sequencias de DNA da regido génica que

codifica CHS1, entre os diversos isolados de Colletotrichum gloeosporioides, C. cliviae, C.
coccodes, C. graminicola e C. truncatum, I5H associados a cultura da soja.UnB:2014
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Figura 13 — Comparacdo por alinhamento de sequéncias de DNA da regido génica que
codifica GPDH , entre os diversos isolados de Colletotrichum gloeosporioides, C. cliviae, C.
coccodes, C. graminicola e C. truncatum, associados a cultura da soja.UnB:2014

107



Magjority

C coccodes strain CPOS1

C cliviae strain CORCG2

C cliviae strain CORCX9

C cliviae strain CSSK4

C cliviae strain CSSS1

C cliviae strain CSSS2

C truncata strain CSST5

C gloeosporioides iso ate CORCG4
C gloeosporioides isdate CORCG5
C graminicola strain ATCC MYA-4
C truncata strain CBS 120709

C truncata strain CSST3

C truncata srainCSSX2 i

Majority

CCCTTTGTGA- CATACCT- CAACTGTTGCTTCGGCGGGT- - AGGCGTCGCC- C- - - - - AGGACC- TCTCCCGGCCXGCCG
T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80

s N
CCCTTTGTGA- CATACCT- !ﬁACTGTTGCTTCGGCGG
CCCTTTGTGA- CATACCHS- CAALIBGT T GC@T CGGCGGH

CCCTTTGTGA- CATACCT]|
cccTTTGTGAJCATACCT-
CCCTTTGTGA- CATACCT-
CCCTTTGTGA- CATACCT-
CCCTTTGTGA- CATACCT-

ACTGTTGCTTCGGCGGGT- - AGGCGT (8
ACTGTTGCTTCGGCGGGT- - AGGCGT 8
ACTGTTGCTTCGGCGGGT- - AGGCGT (e

TCTCCCGGCR IR
TcTeccaGedei|
TcTccceeediiig

CCGTCTXGGGGCGCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACT CTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGT GGCACAAGCAAATA
T T T T T T T T

90 100 110 120 130 140 150 160

73
68
69
69
69
69
74
67
67
127
74
74
74

C coccodes strain CPOS1 TTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAl 151
C cliviae strain CORCG2 TRAACGACGT@TCTTCTGAGT GGCACAAGCAAATAl 148
C cliviae strain CORCX9 TIRAACGACGT[@TCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAl 149
C cliviae strain CSSK4 TMAACGACGT@TCTTCTGAGT GGCACAAGCAAATAl 149
C cliviae strain CSSS1 TRAACGACGT@TCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAl 149
C cliviae strain CSSS2 TRAACGACGT@TCTTCTGAGT GGCACAAGCAAATAl 149
C truncata strain CSST5 154
C gloeosporioides isoate CORCG4 147
C gloeosporioides isoate CORCG5 147
C graminicola strain ATCC MYA-4 207
C truncata strain CBS 120709 ACAAGCAAATAl 14
C truncata strain CSST3 GCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGT ACAAGCAAATAl 154
C truncata strainCSSX2 i GCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGT ACAAGCAAATA| 154
Majority ATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
T T T T T T T T
170 180 190 200 210 220 230 240
C coccodes strain CPOS1 ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGQ 231
C cliviae strain CORCG2 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGQ 228
C cliviae strain CORCX9 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGH 229
C cliviae strain CSSK4 TCAAAACTTTTAACAAIGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGG 229
C cliviae strain CSSSL TCAAAACTTTTAACAAIGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGQ 229
C cliviae strain CSSS2 TCAAAACTTTTAACAAGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGO 229
C truncata strain CSST5 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG( 234
C gloeosporidides isoate CORCG4 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGY 227
C gloeosporidides isolate CORCG5 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGQ 227
C graminicola strain ATCC MYA-4 TEAAAACTTTTAACAACGGATCT CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG( 287
C truncata strain CBS 120709 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG( 234
C truncata strain CSST3 TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG( 234
C truncata strainCSSX2 i TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGQ 234
Majority TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACGGC- - - TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGT GGCGGACCCTCCCG
T T T T T T T T
330 340 350 360 370 380 390 400
L L L
C coccodes strain CPOS1 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACqu} - - TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGT GGCGGACCCT 388
C cliviae strain CORCG2 T TCAACCCTCAAGCRICEIGCTTGGEGTTGGGGCCCTACGGC- - - THECGTAGGCCC A®AGTGGCGGACCCTCCCQH 38
C cliviae strain CORCX9 TTCAACCCTCAAGCRICGCT TGGEGT TGGGGCCCTACGGC- TUECGTAGGCCC| AGTGGCGGACCCTCCC({H 38
C cliviae strain CSSK4 TTCAACCCTCAAGCRIC®IGCT TGGEGT TGGGGCCCTACGGC- - - THECGTAGGCCC SAGT GGCGGACCCTCCC(H 38
C cliviae strain CSSS1 T TCAACCCTCAAGCRIC®GCT TGGEGTTGGGGCCCTACGGC- - - TH®CGTAGGCCC| GTGGCGGACCCTCCC({H 38
C cliviae strain CSSS2 TTCAACCCTCAAGCRICEGCTTGGEGTTGGGGCCCTACGGC- - - TI®CGTAGGCCC| AGTGGCGGACCCTCCC({H 38
C truncata strain CSST5 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCECTACGGE— -- TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCC 391
C gloeosporidides isdate CORCG4 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACIGC- AlIGTAGGCCCT@AAAGGTAGT GGCGGACCCTCCCQq 384
C gloeosporidides isolate CORCG5 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGT GTTGGGGCCCTACE GTAGGCCCTEAAGGTAGT GGCGGACCCTCCCQ 384
C graminicola strain ATCC MYA-4 TTCAACCCTCAAGCTCEGCTTGGTGTTGGGGCCCTACGG! CGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCC a47
C truncata strain CBS 120709 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGG! TACG - TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCT 391
C truncata strain CSST3 TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGG! TACG - - TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCT 391
C truncata srainCSSX2i T TCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGG! TACG - - TGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCT 391
Majority GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACATACCGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCA
T T T T T T T T
410 420 430 440 450 460 470 480
C coccodes strain CPOS1 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAA OJ _\] GTCTCGCACTGGGAT GGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCC A 465
C cliviae strain CORCG2 GAGCCTCCTTTGCGTAETAACATACC TCGCACTGGGATCCGGAGGGACT C[8T GCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCAl 464
C cliviae strain CORCX9 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACATACC] TCGCACTGGGATCCGGAGGGACT C[8TGCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCA| 465
C cliviae strain CSSK4 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACATACC TCGCACTGGGATCCGGAGGGACT C8[T GCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCA| 465
C cliviae strain CSSS1 GAGCCTCCTTTGCGTAQTAACATACC TCGCACTGGGATCCGGAGGGACT C[8T GCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCA| 465
C cliviae strain CSSS2 GAGCCTCCTTTGCGTAQTAACATACC] TCGCACTGGGATCCGGAGGGACTC@T GCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCA| 465
C truncata strain CSST5 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACAT| GTCTCGCAITGGGAT“CGGAGGGACTCT CCGTAAAACCCCCI AATTTT Il 469
C gloeosporidides isdate CORCG4 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC] GTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCC- AATTTTCCAl 4683
C gloeosporidides isdate CORCG5 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC] GTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCC ATTTTCCAl 464
C graminicola strain ATCC MYA-4 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC| GTCTCGC GGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCC AAETTT 524
C truncata strain CBS 120709 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACAT| GTCTCGC GGGATHICGGAGGGACT CTIRIGCCGTAAAACCCC AATTTTY 469
C truncata strain CSST3 GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACAT] GTCTCGC. GGGATHICGGAGGGACT CTIRAIGCCGTAAAACCCC: AATTTT q 469
C truncata strainCSSX2 i GAGCCTCCTTTGCGTAGTAACAT] GTCTCGC. GGGATICGGAGGGACT CTJAIGCCGTAAAACCCC! AATTTTECH 469
Majority AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
T T T
49) 5[1) 510 SZ)
C coccodes strain CPOS1 AA- GGTTGACCTCGGAT CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAC 508
C cliviae strain CORCG2 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(Q 507
C cliviae strain CORCX9 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 508
C cliviae strain CSSK4 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 508
C cliviae strain CSSS1 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(Q 508
C cliviae strain CSSS2 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 508
C truncata strain CSST5 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 512
C gloeosporioides isdate CORCG4 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(Q 506
C gloeosporidides isdate CORCG5 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 507
C graminicola strain ATCC MYA-4 AEIGGTTGACCTCGGAT CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(Q 568
C truncata strain CBS 120709 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAQG 512
C truncata strain CSST3 AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 512
C truncata strainCSSX2 i AA- GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA(G 512

Figura 14 — Comparacdo por alinhamento de sequencias de DNA do espacgador interno
transcrito regido ITS, entre os diversos isolados de Colletotrichum coccodes, C.cliviae, C.
truncatum, C. gloeosporioides, C. graminicola, associados a cultura da soja.UnB:2014
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15H ICGTAQGTTTCTTC(M CAGGGTAACCAGATTGGTGCTGQ 479
C cliviae strain CORCG2 CGTASGTTTCTTCAY CAGGGTAACCAGATTGGTGCTG] 289
C cliviae strain CSSK4 b CGTASGTTTCTTCAY CAGGGTAACCAGATTGGTGCTG] 299
C cliviae strain CSSS1 CGT. G'I'I'TCTTC CAGGGTAACCAGATTGGTGCTGQ 245
C cliviae strain CSSS2 CGT. GTCTTC MTGA CAGGGTAACCAGATTGGTGCTG] 245
C coccodes strain CPOS1 Cyrcc-- ﬂ Ea A GGGTAACCAGATTGGTGCTG] 307
C destructivum strain CGMCC ! CMEAETGCGGGGCTAAC] GGGTAACCAGATTGGTGCTG] 255
C gloeosporioides isolate CORCG4 9 ﬁT GCGGGGCTAAC CAGGGTAACCAGATTGGTGCTGQ 252
C gloeosporioides isolate CORCG5 Cle AlITGCGGGGCTAAC CAGGGTAACCAGATTGGTGCTGQ 252
C graminicola SV TGCGGGGCTAACTTC -~ GGGTAACCAGATTGGTGCTG] 80
C truncata strain CSST3 EAG TGCGGGGCTAACT;Ef—f CAGGGTAACCAGATTGGTGCTG] 314
C truncata strain CSSX2 TGCGGGGCTAACT fﬂ'l'l'a CAGGGTAACCAGATTGGTGCTG] 315
15H CTTCTGGTACG 394
C cliviae strain CORCG2 CTTCTGGTACG 374
C cliviae strain CSSK4 b ICTTCTGGTACG 384
C cliviae strain CSSS1 CTTCTGGTACG 330
C cliviae strain CSSS2 ICTTCTGGTACG 330
C coccodes strain CPOS1 cT TGG@G 396
C destructivum strain CGMCC CTTUTGGT(ECG 343
C gloeosporioides isolate CORCG4 (CTTCTGGTACGT[S j?A 337
C gloeosporioides isolate CORCG5 (CTTCTGGTACG TAT QAT (| 337
C graminicola CTTHTGGTCG GIN| TGGC IR GAANEACATTAd A 169
C truncata strain CSST3 CTTCTGGT[CG -czmﬂcjﬁcnc;\ncwu 399
C truncata strain CSSX2 CTTCTGGTECG atecncdicaroallc i 400

15H ATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGTA AUIGTC-GGGAGTTGACEGC 306
C cliviae strain CORCG2 IATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGT, GTC—GGGAGTTGACGC 462
C cliviae strain CSSK4 b ATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGT, GTC—GGGAGTTGACGC 472
C cliviae strain CSSS1 ATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGT, GTC*GGGAGTTGACGC 418
C cliviae strain CSSS2 ATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGT. 418
C coccodes strain CPOS1 IATCTCTGGCGAGCACGGHCTCGACAGCAATGGCGTGT) 4 486
C destructivum strain CGMCC ATCTCTGGCGAGCACGGCCTRYGACAGCAATGGCGTGT. 433
C gloeosporioides isolate CORCG4 AI_EICTGGCGAGCACGGCC GACAGCAATGGEGTGT 422
C gloeosporioides isolate CORCG5 ATPTCTGGCGAGCACGGCCTIGACAGCAATGGAGTGTA 422
C graminicola ATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGTA 259
C truncata strain CSST3 ATCTCTGGCGAGCEGCCECGACAGCA 486
C truncata strain CSSX2 ATCTCTGGCGAGCARIGGCCTCGACAGCA 487
15H CAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGC ﬁ 216
C cliviae strain CORCG2 €CCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCHAAT GAGHH 552
C cliviae strain CSSK4 b CAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGAATGAGHK 562
C cliviae strain CSSS1 ECCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCQ 508
C cliviae strain CSSS2 ECCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCQ 508
C coccodes strain CPOS1 ATAGETACAACGGRIACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAARIGA TEE 570
C destructivum strain CGMCC -CCAACAGETACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGT®ATCCT, 519
C gloeosporioides isolate CORCG4 CAGETACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTAEC] 509
C gloeosporioides isolate CORCGS ACAG§TACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTANC 509
C graminicola ACAGTTACAAIIGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTATCCT, 345
C truncata strain CSST3 CAGTTACAAIIGGIACCT AGCTCCAGCﬁEAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACG/-\AGTTTGTTATCCT 575
C truncata strain CSSX2 CAGTTACAAIIGGIACCTCEGAGCT CCAGCTRIGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTATCCTARAGTCCCINEE 576
15H [TCAAGAT[BAACCTETTGACGAATACT GACCT(®EGIACCTTQUICAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGQUGTCCTCGTCGACTTG 126
C cliviae strain CORCG2 [TCAAGAT[EAACCTIETTGACGAATACTGACCT{(EGIIACCTTCUICAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGAUGTCCTCGTCGACTTG 642
C cliviae strain CSSK4 b TCAAGAT(BAACCTIET TGACGAATACTGACCT(MEGIACCTTQUICAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGOPGTCCTCGTCGACTTG 652
C cliviae strain CSSS1 [TCAAGAT[EAACCTIETTGACGAATACTGACCT{EGIIACCTTQUICAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGOPGTCCTCGTCGACTTG 598
C cliviae strain CSSS2 [TCAAGAT[BAACCTIETTGACGAATACT GACCT(SEGIACCT TAIICAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGCIGTCCTCGTCGACTTG 598
C coccodes strain CPOS1 [@8AGARAAACCTATTGACGAATACTGACCTTIBICAC JEAEICAGGCITCCGGCAACAAGTATGTIRCCICGCGCCGTCCTCGTCGACTTY 660
C destructivum strain CGMCC [€@AGABAAACCTATTGACGAATACTGACCTTIBICACHITIVAGCAGG O TCCGGCAACAAGTATGT(BCCCCGCGCCGTCCTCGTCGACTTG 609
C gloeosporioides isolate CORCG4 GATAAA%TATTGACG@TACTGACCT GCCC AEC AGG(] CCGGCAACAAGT@G G CCCGEGCCGTCCTCGTCG 598
C gloeosporioides isolate CORCGS @ARAGATAAACITATTGACGAETACTGACCTTEGCIICC AEC AGGCYTCCGGCAACAAGTASGTIECCCCGUGCCGTCCTCGTCG 598
C graminicola NE@AGAAAACCTATTGATIGAATACTGACCTTIEICACRTIIEC AGGCIITCCGGCAACAAGTATGTRCCICGCGCCGTCCTCGTCGACTTY 435
C truncata strain CSST3 ﬁ AAGARAAB T ATTGACGAATACTGACCTTIGIICCTTAECAGGCCTCCGGCAACAAGTAGTICCCCIGCCGTCCTCGTCGA 665
C truncata strain CSSX2 ,“‘GI AGGCCTCCGGCAACAAGTAS ” 666
15H IGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTICGTGAUGGTCCCTTHIGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 63
C cliviae strain CORCG2 GAGCCCGGTACCATGGACGCCGTICGTGAMGGTCCCTTIIGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 705
C cliviae strain CSSK4 b GAGCCCGGTACCATGGACGCCGTICGTGCCGGTCCCTTIGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 715
C cliviae strain CSSS1 IGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTICGTGCCGGTCCCTTHIGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 661
C cliviae strain CSSS2 IGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTICGTGCCGGTCCCTTIGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 661
C coccodes strain CPOS1 GAGCCCGGTACCATGGACGCG GEgCCGGTCCCTTCGGCAGCTCTTCCGCCCCGACAAC 723
C destructivum strain CGMCC GAGCCCGGTACCATGGACGCHIGTICGEGCHIGGRCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAD 672
C gloeosporioides isolate CORCG4 GAGCCCGGTACCATGGACGCCG CGTGCCGGTCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAC 661
C gloeosporioides isolate CORCG5 GAGCCCGGTACCATGGACGCCGT@CGTGCCGGTCCUTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 661
C graminicola GAGCCCGGTACCATGGATIGCHIGTHCAEGCCGGRCCCTTCGGCCAGCTRITTCCGCCCCGACAAD 498
C truncata strain CSST3 GAGCCCGGTACCATGGACGCCG CCGGTCCCTTCGﬂCAGCTCTTCCGCCCCGACAAC 728
C truncata strain CSSX2 IGAGCCCGGTACCATGGACGCCG CCGGTCCCTTCGAACAGCTCTTCCGCCCCGACAAQ 729

Figura 15 — Comparacdo por alinhamento de sequencias de DNA da regido génica que

codifica B-tubulina, entre os diversos isolados de Colletotrichum cliviae, C. coccodes, C.

destructivum, C. gloeosporioides, C. graminicola, I5H,
soja.unB:2014

associados a cultura da
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE FUNGICIDAS E PERDAS DE PRODUTIVIDADE CAUSADAS
PELA ANTRACNOSE DA SOJA

RESUMO

A antracnose, causada por principalmente por Colletotrichum truncatum, ocorre em
qualquer fase da cultura da soja. Os prejuizos, relacionados a doenga, ndo foram ainda
quantificados de forma sistematica no campo. O presente trabalho apresenta uma avaliacao da
eficacia de fungicidas no controle da antracnose da soja e uma estimativa das perdas de
produtividade associadas a doenca. Foram conduzidos dois ensaios em &rea comercial no
municipio de Alvorada, TO em duas safras consecutivas, 2010/2011 e 2011/2012. Sendo 0s
plantios realizados na segunda quinzena de novembro, com a cultivar. M-Soy 9144 RR.
Foram realizadas duas aplicacOes, a primeira no estadio R1/R2 e a segunda 20 dias apés a
primeira (R5.2), com volume de aplicagéo de 200 L ha™, pressurizada com CO, com press&o
de 40Ib, bico tipo leque em barra de 6 bicos. Os tratamentos foram: Clorotalonil,
Trifloxistrobin  + Ciproconazol + Carbendazin, Trifloxistrobin + Protioconazol,
Trifloxistrobin  + Ciproconazol, Trifloxistrobin + Tebuconazole, Piraclostrobin +
Epoxiconazol, Picoxistrobin + Ciproconazol, Picoxistrobin + Tebuconazol + Carbendazim,
Azoxistrobin + Ciproconazol e a testemunha ndo pulverizada. Os tratamentos Picoxistrobin +
Tebuconazol + Carbendazin e Picoxistrobin + Ciproconazol foram avaliados apenas no
segundo ensaio. O numero total de vagens e o nimero de vagens infectadas foram
determinados no estadio R6. O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com
quatro repeticdes, e parcelas de 18 m? (seis linhas de seis metros) e 10 tratamentos. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e separacdo de médias (Tukey, 5%). Na
safra 2010/2011, apenas o tratamento Azoxistrobin + Ciproconazol apresentou menores
indices de incidéncia da doenca do que a testemunha, ndo diferindo dos demais tratamentos.
Na safra 2011/2012 ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos e a testemunha. As
produtividades variaram entre 3.288 e 3.708 Kg ha™ nas testemunhas e maximos de 3.966 e
4.110 Kg ha™ nas parcelas tratadas, respectivamente em 2010/2011 e 2011/2012. Foram
detectadas fortes correlagfes negativas entre a produtividade e a incidéncia da antracnose (r =
0,8485 e r = 0,8133, na primeira e segunda safras, respectivamente). Analise de regressao
entre a incidéncia da doenca e produtividade indicou que a cada 1% de incremento da doenca,
cerca de 90 Kg de soja sdo perdidos por hectare. Conclui-se que a antracnose é responsavel
por perdas significativas de producdo e que o controle quimico € insuficiente como Unico
método de controle, embora possa compor uma estratégia de manejo integrado da doenca.

Palavras-chave: Colletotrichum truncatum, Glycine max, antracnose, soja, controle quimico,
perdas de producéo
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ABSTRACT
Yield losses and fungicide effects on the control of soybean anthracnose

Anthracnose, caused mainly by Colletotrichum truncatum, occurs in any stage of the
soybean crop. Yield losses, although expressive, have not been quantified systematically in
the field. This work presents an evaluation of the agronomic efficacy of fungicides for the
control of soybean anthracnose and of the yield losses associated to the disease. Two trials
were carried out in commercial fields in the Alvorada county, state of Tocantins, Brazil, in
two consecutive seasons, 2010/2011 and 2011/2012. Plantings were done in the second
quarter of November, with cv. M-Soy 9144 RR. Experimental design was randomized
complete block, with four replicates and experimental plots of 18 m? (six 6-m lines). Two
foliar applications were performed, the first, at the R1/R2 stage and the second 20 days later,
at stage R5.2, employing CO,.pressurized equipment and a volume of 200 L ha™. The
following products were evaluated: Chlorotalonil, Tryfloxistrobin + Cyproconazole +
Carbendazin, Tryfloxistrobin + Prothioconazol, Tryfloxistrobin + Cyproconazole,
Tryfloxistrobin + Tebuconazole, Piraclostrobin + Epoxiconazole, Picoxystrobin +
Cyproconazole, Picoxystrobin + Tebuconazole + Carbendazim, Azoxystrobin +
Cyproconazole, and a non-treated control. Treatments Picoxystrobin + Tebuconazole +
Carbendazin and Picoxystrobin + Cyproconazole were evaluated only in the second trial.
Total pod number and number of infected pods were determined at the R6 stage. Results were
submitted to analysis of variance and mean separation (Tukey, 5%). In the 2010/2011, only
treatment Azoxystrobin + Cyproconazole had significantly lower disease incidence than the
control plots, and did not significantly differed from the other six treatments. In the
2011/2012 season there were no significant differences among treatments and the control.
Grain yield varied between 3,288 and 3,708 Kg ha™ in the controls and maxima of 3,966 and
4,110 Kg ha in treated plots, respectively in 2010/2011 and 2011/2012. Strong negative
correlations were detected between grain yield and anthracnose incidence (r = 0.8485 and r =
0.8133) in the first and second seasons, respectively. Regression analysis between disease
incidence and yield, indicated that for each 1% increment in the disease, c. 90 Kg of soybean
grain are lost per hectare. We conclude that anthracnose is responsible for significant losses of
the soybean crop and that chemical control is insufficient as the sole control method, although
it may compound an integrated disease management strategy.

Key words: Colletotrichum truncatum, Glycine max, anthracnose, soybean, chemical control,
yield loss

111



1-INTRODUCAO

A continua evolucdo da sojicultura nacional, incluindo a adog¢do de novos materiais
genéticos, a expressiva area cultivada e a incorporacdo de novas regides produtoras, a maior
parte em monocultura e semeadura direta, afeta a prevaléncia e a intensidade das doengas.
Dentre essas, destaca-se a antracnose, cujo agente causal em soja é geralmente delimitado no
tdxon Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore. A doenca foi relatada pela
primeira vez no Brasil 1961 no Rio Grande do Sul (Barros, 2008) e causa reducdo de estande,
reducdo da qualidade da semente e redudes estimadas de produtividade de 16-26% nos
Estados Unidos, 30-50% na Tailandia, podendo alcancar até 100% no Brasil e na india
(Hartman et al, 1999). Desde a década de 1980 existem registros de que a doenca é prevalente
na regido do Cerrado, causando danos elevados a cultura da soja (Aradjo et al., 1988). A
antracnose causa danos significativos onde prevalecem condi¢fes climéticas favoraveis a
epidemias durante a safra, tais como temperaturas superiores a 25 °C e duracdo de
molhamento foliar maior que 24 h, sdo (Embrapa, 2008). Isso ocorre principalmente na regido
Central e Norte do Brasil.

Outras doencas foliares importantes na cultura da soja incluem a ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizi), o oidio (Erysiphe difusa), a mancha alvo (Corynespora cassiicola),
a mela (Rhizoctonia solani) e as doencas de final de ciclo como a mancha parda (Septoria
glycines), mancha olho de rd (Cercospora sojina) e crestamento foliar (Cercospora kikuchii).
Frente aos elevados e recorrentes danos associados a ferrugem asiatica, esta tem recebido
maior atencdo nos estudos de manejo, assim como tem recebido prioridade na definicdo de
programas de controle com fungicidas. Estes programas nem sempre contemplam as
particularidades das outras doencas, dentre elas a antracnose. Entretanto, muitos relatos
recentes do aumento da importancia da antracnose nas regioes Norte e Centro-Oeste indicam
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que os produtos que compdem o programa de controle quimico de doencas fungicas em soja
ndo sdo eficazes para antracnose (Dias et al., 2012; Souza, 2009). Estimativas sistematicas de
perda de produtividade da cultura no estado do Tocantins, onde a prevaléncia da antracnose
também é elevada (Dias et al., 2011b, 2012), ainda nao foram empreendidas.

As aplicacdes de fungicidas em soja visam principalmente o controle da ferrugem e
sdo mais frequentes na fase reprodutiva da cultura, exceto quando a ferrugem ocorre mais
cedo. Ja a antracnose tem como suas principais fontes de inoculo as sementes infectadas e 0s
restos culturais, sendo uma das primeiras doencas a se estabelecer na cultura, com
aparecimento de lesdes em cotilédones. Estudos de campo, conduzidos em areas comerciais
em Planaltina, DF registraram incidéncia média de 24% de lesdes tipicas de antrachose em
cotilédones (Dias et al, 2011). Segundo Yorinori (2000), C. truncatum e outros fungos
fitopatogénicos estdo associados com a parte aérea da soja muito antes do aparecimento de
sintomas da doenca. Além dos sintomas em hastes e folhas, um dos principais prejuizos
causados pela doenca é observado no estagio reprodutivo da cultura, culminando no aborto
das vagens, que se tornam retorcidas e se desprendem das plantas, com reflexos diretos na
produtividade (Hartman et al, 1999).

Dentre as medidas recomendadas para reducdo da incidéncia da antrachose nas
condicdes dos cerrados estdo a rotacdo de culturas, maior espacamento entre linhas,
populacdo adequada de plantas, tratamento quimico de sementes e manejo adequado do solo,
principalmente, com relacdo a adubacdo potassica (Embrapa, 2008). Experimentalmente foi
observada a eficiéncia de controle com alguns fungicidas do grupo dos benzimidazdis
isoladamente ou em mistura com triazéis (Embrapa, 2008). Entretanto, relatos de perdas
significativas de producdo devidos a antracnose continuam a ser frequentemente registrados
em soja, especialmente nas regides Norte e Centro-Oeste. Estudos recentes indicaram limitada

eficcia do controle quimico desta doenga (Dias et al., 2011a; Souza, 2009).
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Diante do presente cenario de escassez de informacdes detalhadas sobre o controle
quimico e das perdas de producdo devidas a doenca, empreendeu-se neste trabalho: (a) uma
avaliacdo de eficacia dos principais fungicidas atualmente empregados no manejo do
complexo de doencas da soja para o controle da antracnose, e (b) uma estimativa das perdas

causadas pela doenca em condigdes de cultivo comercial da cultura.
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2-MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois ensaios de campo, em area de plantio comercial de soja, sob
sistema de plantio direto, no municipio de Alvorada-TO, situada na latitude 12°28°04,8’’S
longitude 49°05°30,6°°W, a uma altitude de 290m, por duas safras consecutivas, 2010/2011 e

2011/2012.

Em ambos os ensaios o plantio foi realizado na segunda quinzena de novembro e a
cultivar escolhida foi a M-Soy 9144 RR, devido a mesma apresentar susceptibilidade a
antracnose em vagens, observada em safras anteriores e ser a cultivar mais plantada no Estado
do Tocantins. Os tratos culturais seguiram as recomendacdes técnicas para a cultura

(Embrapa, 2008). O espacamento foi 0,5m entre linhas, com 13 plantas por metro linear.

Foram realizadas duas aplicacGes de fungicidas, a primeira no estadio fenologico R1
(Fehr & Caviness, 1977),e a segunda aplicacdo 20 dias apds a primeira. As aplicacdes foram
feitas com pressurizador a CO,, acoplado a uma barra com seis bicos, tipo leque duplo,

espacados de 0,5m, pressao de 40lb e volume de aplicacdo de 200 L ha'.

Nove tratamentos foram avaliados quanto a eficdcia no controle da antracnose.
Algumas formulacGes foram aplicadas com adicdo de adjuvantes na forma de 6leo vegetal
(Aureo, Bayer CropScience) ou 6leo mineral (Nimbus, Syngenta Protecdo de Cultivos e
Assist, Basf S.A.). Os tratamentos, as respectivas dosagens e adjuvantes (quando adicionados)
foram: Trifloxistrobin + Tebuconazole (Nativo + Aureo) 0,5 L/ha; Trifloxistrobin +
Tebuconazole + Carbendazim (Nativo + Derosal + Aureo) 0,5 + 1,0 L/ha; Azoxistrobin +
Ciproconazol (PrioriXtra + Nimbus) 0,3 L/ha; Picoxistrobin + Ciproconazol (Aproach Prima
+ Aureo) 0,3 L/ha; Piraclostrobin + Epoxiconazol (Opera + Assist) 0,5 L/ha; Trifloxistrobin +

Ciproconazol (Sphere Max + Aureo) 0,3 L/ha, Chloratalonil (Daconil) 1,5Kg/ha,
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Trifloxistrobin + Protioconazol (Fox + Aureo) 0,3 L/ha; Picoxistrobin + Tebuconazol +
Carbendazin (Horos + Bendazol) 0,5 + 0,8 L/ha. Os tratamentos Picoxistrobin + Ciproconazol
(Aproach Prima) e Picoxistrobin + Tebuconazol + Carbendazin (Horos + Bendazol) foram
avaliados apenas no segundo ensaio (safra 2011/2012). E importante ressaltar que o0s

fungicidas mencionados sdo recomendados para o controle da ferrugem asiatica

No estadio R6/R7, foram avaliadas 10 plantas coletadas ao acaso por unidade
experimental. Nas avalia¢cBes foram consideradas o numero total de vagens por planta, e 0
namero de vagens infectadas para determinagdo da porcentagem de incidéncia da antracnose
em vagens. A produtividade da cultura em fungdo do controle quimico foi determinada em 5

m? equivalente a trés linhas centrais de cada parcela, eliminando-se 0,5 m da bordadura.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repeti¢des e cada
repeticdo foi constituida por uma area de 18 m? constituida por seis linhas de seis metros. As
analises estatisticas foram efetuadas com emprego do programa SISVAR (Ferreira, 2008), o

teste de média aplicado foi o Tukey 5% e as regressdes foram efetuadas no programa Excell.

As condicdes climaticas de temperatura e precipitacdo pluviométrica, referentes aos
periodos de conducdo dos ensaios nas duas safras consecutivas, 2011 e 2012, foram cedidas

pelo Inmet e encontram-se representadas na Figura 1.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Incidéncia da doenca e perdas de produtividade em campo, safra 2010/2011

Na safra 2010/2011, 16,3% das vagens das parcelas ndo tratadas apresentaram
sintomas de antracnose. Dentre as parcelas tratadas com fungicidas, a porcentagem de vagens
infectadas variou entre 9,5 e 15,5 % (Figura 2A). Apenas o0 tratamento com Azoxystrobina +
Ciproconazol (PrioriXtra), com 9,5% de incidéncia diferiu significativamente da testemunha
(p < 0,05), ndo se separando dos demais tratamentos. Mesmo com reducdo de 41,7% na
incidéncia da antracnose em vagens, tendo a testemunha como padrdo, a incidéncia de

antracnose em vagens, no melhor tratamento pode ainda ser considerada relativamente alta.

A produtividade na safra 2010/2011 variou entre 3.282 e 3.966 Kg ha Apenas o
tratamento Azoxystrobina + Ciproconazol (PrioriXtra) diferiu significativamente (p < 0,05)
da testemunha, ndo se separando dos demais tratamentos (Figura 3A). Embora a maioria dos
tratamentos ndo tenha se separado da testemunha, foi detectada uma forte correlacdo negativa
entre a produtividade e incidéncia da doenca, com coeficiente de Pearson r = 0,8485 (Figura
4A). As parcelas tratadas com Azoxystrobin + Ciproconozol promoveram um ganho médio de
678 Kg ha, tendo a testemunha como padrdo. N&o foi observada incidéncia significativa de

outras doengas, inclusive no tratamento ndo pulverizado.

3.2-Incidéncia da doenga e perdas de produtividade em campo, safra 2011/2012

Na safra 2011/2012 a porcentagem de vagens infectadas nas parcelas ndo tratadas com

fungicidas foi semelhante a do ano anterior, com incidéncia média de 15,6%. Nao foram
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detectadas diferencas significativas de incidéncia da doenca entre os tratamentos e a
testemunha na safra 2011/2012. No entanto, incidéncia de vagens com sintomas na
testemunha foi 27% superior a média dos demais tratamentos, que variou entre 10,7 e 13,3 %
(Figura 2B). De maneira analoga ao que foi observado na safra 2010/2011, a incidéncia de
antracnose pode ainda ser considerada elevada, mesmo se considerando o tratamento com

menor incidéncia de vagens doentes (Aproach Prima, 10,7%).

Na safra 2011/2012, a produtividade variou entre 3.282 Kg ha™ (testemunha) 3.966 Kg
ha' e os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, registrou-se um
incremento na produtividade de 402 Kg ha™, considerando-se a maior média obtida e tendo a
testemunha como padréo (Fig. 3B). Novamente, confirmou-se a correlagdo negativa entre a
incidéncia da antracnose nas vagens e a produtividade nas condicGes avaliadas (r = 0,8133,

Figura 4B). N&o houve incidéncia significativa de outras doencas durante o segundo ensaio.

No que se refere aos grupos quimicos, os melhores tratamentos fungicidas foram
aqueles combinando principios ativos triazois e estrobirulinas, tanto na reducdo da incidéncia

da doenca (Figura 2A,B), quanto no aumento da produtividade (Figura 3A,B).

O presente estudo indica claramente que o controle quimico da antracnose nas
condicdes avaliadas atingiu eficiéncias maximas de apenas 34% no primeiro ensaio e de 31%
no segundo. No entanto, mesmo com niveis relativamente modestos de controle, 0 emprego
dos fungicidas contribuiu com incrementos na produtividade da cultura de maneira
consideravel com ganhos de até 678 Kg ha™ no primeiro ensaio e de até 402 Kg ha'no

segundo em relacéo a testemunha ndo pulverizada.

As correlagdes negativas entre a produtividade e a incidéncia da antracnose nas vagens

mostraram, de forma clara, que a cada 1% de aumento de incidéncia da doenca em vagens, na
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faixa entre 9 e 17 % de incidéncia, cerca de uma saca e meia (90 a 91 Kg) de soja sédo

perdidos por hectare (Figura 4A,B).

Os resultados de dois anos de ensaios conduzidos em condiges de lavouras
comerciais em campo indicam que a antracnose é um importante fator limitante da producao
de soja no Estado do Tocantins, e provavelmente em areas com condi¢des climaticas
semelhantes as prevalentes na regido Centro-Norte do Brasil, onde os relatos de perdas
elevadas séo frequentes. A auséncia de incidéncia significativa outras doengas em campo no
Tocantins por dois anos consecutivos comprova a importancia da antracnose na cultura da
soja na regido de cerrado do Centro-Norte do pais, reduzindo a produtividade de forma
expressiva. A semelhanca entre as condi¢cbes ambientais prevalentes em ambos 0s
experimentos (Figurra 1), favoreceram a doenca e sdo representativas da época de safra no
Estado do Tocantins. Desta forma, os resultados de controle foram semelhantes nos dois

ensaios e o efeito do ambiente foi minimo.

Estes resultados demonstram a necessidade do manejo adequado da antracnose da
soja, pelo seu potencial na reducdo da produtividade nas condigdes de cerrado do Centro
Norte do pais, cuja época de plantio é caracterizada por periodos chuvosos e altas
temperaturas, condi¢Oes ideais para ocorréncia da doenca. Os resultados aqui relatados
também esclarecem o papel potencial do controle quimico como componente do manejo da
doenca. Mesmo com niveis parciais de controle, a aplicacdo de fungicidas pode ser
compensatéria, sendo uma das estratégias no manejo da doencga, a ser implementada em
conjunto com outras praticas culturais como rotacdo de cultura, adubacdo equilibrada,

populacédo de plantas adequadas e sementes de boa qualidade sanitaria.

A relativamente baixa eficiéncia dos produtos testados no controle desta doenca pode

ser atribuida a diferentes fatores. Um dos motivos pode estar relacionado com o periodo de
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infeccdo da planta, que possivelmente ocorre muito antes das pulverizacdes, que geralmente
sdo realizadas no estagio reprodutivo (R). Resultados obtidos em ensaios conduzidos em
campo por Souza (2009) em Passo Fundo, RS nas safras 2005/2006 e 2006/2007, mostram
controle inferior a 50% da antracnose, o que ele atribuiu em parte a reduzida agédo curativa dos
fungicidas. Outra causa de baixa eficiéncia pode estar associada a baixa sensibilidade do
patdgeno aos principios ativos testados, ou da variabilidade das populagdes de Colletotrichum
associadas a antracnose da soja, que pode envolver mais de uma espécie (Hartman et al.,

1999).

Segundo Klingelfuss & Yorinori (2000), Colletotrichum estad presente nos érgdos
aéreos da planta muito antes do aparecimento dos sintomas da antracnose. Por isso, quando
aplicacdes de fungicidas sdo realizadas ap6s o aparecimento de sintomas, ndo ha efeito na
reducdo da doenca. Os autores acima mencionados ndo observaram efeito da aplicacdo do
fungicida Difenoconazol sobre a antracnose da soja. Desta forma, o reduzido efeito das
aplicacOes fungicidas observado em campo pode também estar relacionados ao momento da
aplicacdo, possivelmente inadequado para esse patossistema e das condi¢cdes climaticas

favoraveis a doenca.

A antecipacdo da aplicacdo pode resultar em melhores resultados, mesmo que nao
atinja o nivel de 80% de controle exigido pelo Ministério da Agricultura para registro de
produtos fitossanitarios, e deve ser motivo de novos estudos. No momento, a recomendacéo
de pulverizacdo para soja segue as indicacBes para 0 manejo da ferrugem asiatica. Entretanto,
a antracnose da soja € um patossistema complexo com muitas questdes em aberto sobre o
momento da aplicacdo de fungicidas e a necessidade de desenvolvimento de programa

especifico de controle nas condicdes de cerrado.
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Com base nesse trabalho, as perdas devidas a antracnose da soja foram quantificadas
de maneira sistematica no Cerrado do Centro-Norte do pais, area onde atualmente se da o
maior crescimento da area plantada da cultura. Além disso, evidenciou-se que o controle
quimico € insuficiente para a supressao completa da antracnose, embora apresente potencial
para inclusdo em um conjunto de praticas integradas, combinada com outros métodos de

manejo da doenca.
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4-CONCLUSOES

- O controle quimico, em virtude da baixa eficiéncia na supresséo da antracnose, deve estar

associado a outras praticas de manejo da cultura.

- A antracnose afeta diretamente a produgéo de gréos na cultura da soja.

-A antracnose € um patossitema que necessita de programas especificos de controle nas

condigdes de cerrado.
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Figura 1- Médias de temperatura (°C) e precipitacdo pluviometrica (mm), ocorridas nos
periodos de condugdo dos ensaios. 1A-condicdo climatica do ensaio conduzido de
novembro a Abril, referente a safra 2010/2011. 1B- condig&o climética do ensaio

conduzido de novembro a Abril, referente a safra 2011/2012.

125



(A)2010/2011

(B) 2011/2012

16
14
12

1

I = B = = I =]

(]

Incidéncia da antracnose em vagens (%’

16,3a
......18 1558 153ab  1537ap

1
e 13,9ab 13,3ab
old @
&) -
©12
£
mlﬂ

15,6a
13,32 13,32 13,1a

[=3]

Incidénciada antracnos
= [ =9

12,7a

122a 1312 11,8a
| | | | I I I
\(\
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Figura 3. Produtividade da soja em funcdo do controle quimico da antracnose, safra
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Figura 4. Correlacdo entre incidéncia da antracnose em vagens e produtividade. safra

2010/2011 (A) e 2011/2012 (B), no municipio de Alvorada, TO.
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