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RESUMO

PANISSON, Francine Talia. Comparacao de métodos de fenotipagem em soja e variabilidade
genética de Macrophomina phaseolina. 92 f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

A podridao de carvao, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina, ¢ uma doenga radicial
importante na cultura da soja, sendo favorecida por déficit hidrico e temperaturas altas. O uso de
cultivares resistentes representa um pilar para o manejo de doengas, por ser uma das alternativas
mais eficientes, mas ainda ndo foi identificada resisténcia genética completa ao patdégeno em
cultivares comerciais brasileiras de soja ao patogeno. A selecdo de materiais com resisténcia pode
fornecer fontes uteis para programas de melhoramento genético de soja. Este trabalho teve por
finalidades, a) avaliar técnicas de fenotipagem em soja a podriddo de carvdo; ¢ b) avaliar a
variabilidade genética de M. phaseolina. No capitulo I, 23 isolados do fungo foram inoculados
em trés cultivares de soja, pela técnica da haste cortada. Apos, dois isolados selecionados foram
inoculados em 20 cultivares de soja pelas técnicas de inoculacdo haste cortada, camada de areia,
camada de micélio e indculo agregado ao solo. Esses dois isolados também foram inoculados,
pela técnica da haste cortada, em doze genotipos de soja, sendo 11 géndtipos classificados como
moderadamente resistentes ¢ um suscetivel ao fungo. Com a técnica de inoculagdo da haste
cortada, foi avaliado o comprimento de tecido necrosado na haste das plantas, calculando-se a
area relativa abaixo da curva de progresso da doenca (ARACPD). Nas demais técnicas de
inoculagdo, foram isolados cinco fragmentos da raiz, da raiz principal e do colo das plantas,
avaliando-se a intensidade da doenca pela incidéncia de microesclerodios e pela severidade
(fragmentos com microesclerodios). As analises foram realizadas utilizando-se o software R, e
teste de médias por Scott-Knott, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Houve diferenca de
agressividade entre isolados de M. phaseolina, sendo os isolados CMES 1169 e Mp CX os mais
agressivos, possibilitando a incorporacao destes em estudos da resisténcia de gendtipos de soja
ao fungo. As cultivares de soja apresentaram reagdo distinta de severidade a podriddo de carvao
pela técnica de inoculagdo da camada de areia e da haste cortada, sendo esta tltima técnica de
inoculagdo eficiente para selecdo de fontes Tteis para o desenvolvimento de gendtipos de soja
com maiores niveis de resisténcia a podridao de carvao, pela rapidez de resposta e pela facilidade
de execugdo. As cultivares de soja TMG 7062 e V-Max e os genotipos de soja DT97-4290,
Spencer e PI 567334 apresentaram consistentemente menor ARACPD pela técnica da haste
cortada, sendo que esses materiais podem ser incluidos em programas de melhoramento para
resisténcia a podridao de carvao de soja. No capitulo II, a variabilidade genética de 23 isolados
de M. phaseolina foi caracterizada pelo marcador molecular polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP). Os fragmentos amplificados foram analisados em gel de
poliacrilamida a 7% e traduzidos em dados binarios, indicando presenca (1) ou auséncia (0). A
analise do agrupamento dos individuos foi realizada pelo método da média aritmética nao
ponderada (UPGMA) e a distancia genética pelo coeficiente de Jaccard, considerando varia¢ao
genética dentro e entre as populagdes a partir de diferentes hospedeiros, origem geografica
(Estado do Brasil) e ano de coleta dos isolados. A analise da variabilidade genética evidenciou
alta variabilidade entre os isolados de M. phaseolina, com relagdo ao hospedeiro, a origem
geografica e ao ano de coleta. Os resultados indicaram perspectiva para estudos da reacdo de



genoétipos de soja ao patdogeno e para identificagdo de genes que confiram resisténcia, com
possibilidade de incorporagao em gendtipos de soja de interesse.

Palavras-chave: 1. Glycine max. 2. Podridao de carvao. 3. Variabilidade genética. 4. Técnica de
inoculagdo. 5. AFLP.



ABSTRACT

PANISSON, Francine Talia. Comparison of phenotyping methods in soybean and genetic
variability of Macrophomina phaseolina. 92 f. Thesis (Master in Agronomy) — University of
Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

Charcoal rot, caused by Macrophomina phaseolina, is a radical and important disease in soybean
cultures, associated with droughts and high temperatures. The use of resistant cultivars is of
utmost importance to deal with diseases, as a total genetic resistance to the pathogen, in Brazilian
soybean cultivars, was still not identified. A resistant material selection can supply useful sources
for programs to improve soybean breeding. This work aims to a) evaluate phenotyping methods
in soybean to eliminate charcoal rot; b) evaluate the genetic variability of M. phaseolina. In
chapter one, 23 isolates of fungi were inoculated in three soybean cultivars by using cut stem
method. Later, two selected isolates were inoculated in 20 soybean cultivars by cut stem, sand
layers, mycelium layer, and inoculum aggregate to the soil. These two isolates were also
inoculated, by using the cut stem method, in 12 soybean genotypes, 11 of them were classified
as, moderately, resistant, and one was susceptible to fungus. By using the cut stem method, the
extension of stem necrosis was evaluated and the relative area below the progress curve of the
disease calculated (RABCD). In the remaining inoculation methods, five fragments from the main
root and from the stem of the plants were isolated to evaluate the intensity of the disease by the
incidence of micro- sclerotia and by the severity (fragment of micro-sclerotia). The analyses were
carried out using an R Software, and means test by Scott-Khott, with a significance level of 5%
(p<0.05). Aggressiveness was present among M. phaseolina isolates, the most aggressive ones
were CMES 1169 and Mp CX which allowed their inclusion in resistance studies to soybean
genotypes to fungus. The soybean cultivars presented distinct severity reaction to charcoal rot
when the method of inoculation of sand layers, and cut stem was used; the last one being efficient
to select useful source to develop soybean genotypes with higher levels of resistance to charcoal
rot, due to prompt answer and execution. The soybean cultivars TMG 7062 and V-Mas, and
soybean genotypes DT97-4290, and PI 567334, consistently, presented small ARACPC with cut
stem method. These materials can be included in breeding programs for resistance to charcoal rot
in soybean. In chapter II, the genetic variability of 23 M. phaseolina isolates was characterized
by the molecular markers of amplified fragment length polymorphism (AFLP). The amplified
fragments were analyzed in Polyacrylamide at 7% and translated into binary data, indicating
presence (1) or absence (0). The cluster analysis was carried out with unweighted pair group
method with arithmetic mean (UPGAM) and the genetic distance by Jaccard coefficient,
considering the genetic variation within and among the populations from different hosts,
geographic origin (State of Brazil), and year the isolates were collected. The genetic variability
analysis showed high variability among the M. phaseolina isolates, related to the host, the
geographic origin and the year of the collection. The results indicated perspective of study
reaction of soybean genotypes to the pathogen and to gene identification which ensure resistance,
with possibility of incorporation of selected soybean genotypes.

Key words: 1. Glycine max. 2. Charcoal rot. 3. Genetic variability. 4. Inoculation method.
5. AFLP.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de graos de soja (Glycine max (L.) Merr.) esta entre as atividades
econdmicas que mais cresceram nas ultimas décadas, tanto no Brasil quanto no mundo
(IRAKURI; LAZZAROTTO, 2014). Estados Unidos, Brasil e Argentina sdo os maiores
produtores dessa importante oleaginosa, responsaveis por 82% da safra mundial
(CONAB, 2017c). Muitos fatores podem ser limitantes a produ¢do, como as doengas
causadas por fitopatdgenos (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). Dentre as
doengas mais importantes a soja, destaca-se a podridao de carvao, causada pelo fungo
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. (WRATHER; SHANNON; MENGISTU,
2007).

Macrophomina phaseolina ¢ patdégeno polifago, com origem no solo, sendo
relatado em mais de 500 espécies de plantas hospedeiras além de soja, incluindo outras
culturas economicamente importantes como milho, feijao e algodao (TWIZEYIMANA
et al., 2012). E amplamente distribuido geograficamente, especialmente em regides

tropicais e subtropicais (SEXTO; HUGHES; WISE, 2015; SU et al., 2001).

Em soja, o fungo pode manifestar-se em qualquer estadio de desenvolvimento da
cultura, principalmente em periodos prolongados de estresse hidrico e de altas
temperaturas (MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015). Os sintomas da doenca nas
plantas incluem apodrecimento radicial, crescimento atrofiado, clorose foliar,
murchamento e morte prematura, muitas vezes com folhas secas presas nas hastes,
acarretando maturagdo antecipada e formagdo incompleta de graos (ISHIKAWA et al.,

2018; MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015).

Os danos ocasionados por M. phaseolina em soja podem ser expressivos,
dependendo dos niveis de incidéncia e severidade da doenca. Em 1994, os danos em

decorréncia da podridao de carvdo em soja nos dez maiores paises produtores foi de,



aproximadamente, 1,2 milhao de toneladas (WRATHER et al., 1997). No Brasil, na safra
de 1996/1997, a estimativa de reducdo de rendimento ocasionada pela doenga foi de 900
mil toneladas (ALMEIDA et al.,, 2001) e, em 2006, foi de 360 mil toneladas
(MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015). Nos Estados Unidos, a podridao de carvao ¢
considerada uma das doencas mais importantes em soja (LUNA et al., 2017), com danos

estimados em 2 milhdes de toneladas, em 2003 (ALMEIDA et al., 2014).

O uso de cultivares resistentes representaria um pilar para o manejo da doenga,
por ser uma das alternativas mais praticas e econdémicas (ALMEIDA et al., 2014; TONIN
et al., 2013). No entanto, cultivares comerciais com resisténcia completa para M.
phaseolina nao sao relatadas em soja ou em outros hospedeiros (MENGISTU et al., 2013;
PARIS et al., 2006; PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). Alguns gendtipos sdo
classificados com resisténcia moderada, sendo utilizados como padrdo de comparagao
(PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). Dentre esses gen6tipos descatam-se DT97-
4290 (PARIS et al., 2006), DG3905, Manokin (MENGISTU et al., 2011a), DT99-16864
(GILLEN et al., 2016; MENGISTU etal.,2007; MENGISTU et al., 2011a), DT99-17483,
DT98-7553 e DT99-17554 (MENGISTU et al., 2007, MENGISTU et al., 2011a), ¢
Spencer, PI 594302, PI 567562A, PI 506764, P1 567334, P1 221717, PI 567303B, PI
567335B, PI 567343 ¢ PI 567349A (MENGISTU et al., 2013; TWIZEYIMANA et al.,
2012).

Um dos entraves no desenvolvimento de cultivares comerciais de soja resistentes
a podriddio de carvao ¢ a falta de padronizacdo de técnicas de fenotipagem
(TWIZEYIMANA etal., 2012). A precisao de técnicas de fenotipagem confiaveis poderia
favorecer a selecdo de genotipos de soja com menores niveis de infeccdo, que poderiam
se tornar fontes Uteis para programas de melhoramento e para o desenvolvimento de
cultivares de soja moderadamente resistentes, auxiliando na redu¢do de danos

ocasionados pela podridao de carvao (ALMEIDA et al., 2014).

A maioria das avalia¢des de reacdo de genotipos de soja a doenga procura simular
condi¢des naturais de infecc¢do, sendo executadas em ensaios de campo, com inoculacio

de solo (MENGISTU et al., 2013) e avaliagao visual de severidade de sintomas em raizes
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e na parte aérea das plantas, calculando-se a area abaixo da curva de progresso da doenca
e o indice de unidades formadoras de coldnias (IUFCs) (MENGISTU et al., 2007).
Entretanto, experimentos em condi¢des de campo apresentam limitagdes, como a possivel
desuniformidade de concentracao e de distribui¢do de indculo, a maturidade das plantas
em épocas distintas e a possibilidade de apenas uma avaliagdo por ano. Avaliagdes
realizadas em ambiente controlado, como em casa de vegetagdo, podem ajudar a superar
as limitacdes de testes em campo. No entanto, avaliagdes nessas condigdes ndo sao
amplamente utilizadas, devido a falta de técnica de fenotipagem confidvel (RADWAN et

al., 2014; TWIZEYIMANA et al., 2012).

Por meio de experimentos em condigdes controladas, Surrette; Meints e Trevathan
(2006) testaram a técnica de inoculagdo de substrato (formado por areia e farinha de
milho) com M. phaseolina em plantas de soja, possibilitando a selecdo de gendtipos
moderadamente resistentes a podriddo de carvao. Jimenez (2011), a fim de avaliar a
infeccdo de podriddo de carvdo em raizes de soja nos estaddios vegetativos V1 (folhas
unifolioladas completamente desenvolvidas) e V2 (primeira folha trifoliolada
completamente desenvolvidas), com milheto japonés infestado, expos as plantulas a
diferentes teores de umidade no solo (saturacdo de vaso, capacidade de vaso e ponto de
murcha permanente). A infec¢do das raizes das plantulas foi afetada pelo nivel de estresse
hidrico e pela capacidade de retencdo de dgua de cada tipo de solo, sendo que a infec¢cdo
das raizes pelo fungo foi maior em solos arenosos, devido a baixa capacidade de reten¢ao

de 4gua. O mesmo resultado foi observado em solos com desequilibrio nutricional.

Twizeyimana et al. (2012) adaptaram a técnica de inoculagao da haste cortada para
a avaliac¢do da resisténcia de genotipos de soja a M. phaseolina em ambiente controlado.
Essa técnica permite avaliacdo precisa de genotipos de soja para resisténcia parcial por
meio da medic¢ao direta do desenvolvimento de lesao, evitando o efeito de maturidade das
plantas (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015; TWIZEYIMANA et al., 2012). Além
disso, distinguiu com sucesso cultivares de soja suscetiveis ou resistentes para podridao
de carvao em ambiente controlado (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016). Essa técnica ndao

reproduz o que ocorre naturalmente, o que a torna interessante de ser comparada com

Francine Talia Panisson 16



outras técnicas de inoculagdo que simulam o processo natural de infeccdo do patdgeno,

no solo.

Outra importante fonte de informagdo ¢ a variabilidade genética do patogeno, a
qual pode favorecer a sobrevivéncia e a adaptagdo em ambientes variaveis, pela sua
variabilidade morfologica, fisiologica, patogénica e genética ja relatada
(RAYATPANAH et al., 2012). Logo, informagdes sobre a variabilidade genética do
patogeno contribui na compreensao da biologia desse microrganismo (ALMEIDA et al.,
2003), a fim de fornecer fontes uteis para programa de melhoramentos para o
desenvolvimento de cultivares resistentes e para modular métodos de controle a podridao
de carvao (KAUR et al., 2012). A técnica molecular de polimorfismo de comprimento de
fragmento (AFLP) apresenta varias vantagens para a caracterizagao da variabilidade
genética de populacdes do fungo, entre elas o alto polimorfismo e a capacidade de
identificar a variabilidade do patégeno entre regides geograficas e hospedeiros distintos

(REYES-FRANCO et al., 2006).

Levando em conta a importancia da podridio de carvao em soja, o
desenvolvimento de cultivares comerciais resistentes a doenga € primordial para o manejo
da mesma. Logo, a padronizacdo para a avaliagdo de genétipos, assim como a
compreensdo do patdgeno sdo essenciais. Este trabalho teve por finalidades, a) avaliar
técnicas de fenotipagem em soja a podriddo de carvao; e b) avaliar a variabilidade
genética de M. phaseolina, a fim de disponibilizar informagdes para utilizacdo nos

programas de melhoramento genético de soja.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A soja (Glycine max (L.) Merr.) teve origem na China, expandindo-se aos demais
paises da Asia (AMARAL; JAIGOBIND, S.; JAIGOBIND, A., 2006), ¢ so foi explorada
comercialmente a partir da segunda metade do século 20 nos Estados Unidos. No Brasil,
essa oleaginosa foi introduzida em 1914. Na década de 1960, foi reconhecida como
economicamente importante ao pais, sendo uma maneira de otimizar a ocupagao da area
destinada ao plantio de trigo, além de possibilitar a sucessao de cultura com leguminosa,
a adocdo de novas tecnologias e a promocao do avanco das industrias de 6leo vegetal

(CAMARGQO, 2010; TECNOLOGIAS..., 2002).

A soja contribui para a seguranca alimentar, com produg¢do em expansao em
diversas regides do mundo (RADWAN et al., 2014). Os principais paises produtores sao
Estados Unidos, Brasil e Argentina, responsaveis por 82% da produ¢do mundial do grao
(CONAB, 2017c¢). Na safra 2017/2018, a produgao brasileira de soja foi superior a 118
milhdes de toneladas, considerada a melhor da historia gracas ao aumento da érea
plantada, a adequada distribui¢do de chuvas e a baixa incidéncia de pragas (CONAB,

2018b).

Estresses abioticos, como seca e compactacao do solo, e bidticos, como pragas,
sdo restricdes a produgdo da cultura, reduzindo o rendimento ¢ a qualidade de graos
(PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). Os agentes patogénicos de origem no solo
sdo especialmente desafiantes porque seus propagulos de infec¢do, muitas vezes,
sobrevivem por varios anos e sao dificeis de detectar e de prever, dificultando a
compreensdo das varidveis que governam os processos de infeccdo e de epidemias

(JIMENEZ, 2011).

Uma das doencas radiciais mais comumente encontradas na soja ¢ a podridao de

carvdo, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. (GUPTA;



SHARMA; RAMTEKE, 2012). Esse fungo ¢ polifago e afeta mais de 100 familias
botanicas (MA, J.; HILL, C. B.; HARTMAN, 2010) e 500 espécies de plantas, dentre
elas, milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) e algodao (Gossypium
hirsutum L.) (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). O patdogeno apresenta ampla
distribui¢do geografica e foi identificado na maioria dos continentes, principalmente em

regides tropicais e subtropicais (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016).

A primeira identificagdo de M. phaseolina causando doenca radicial na cultura da
soja, nos Estados Unidos, ocorreu em 1949 (LUNA et al., 2017). No Brasil, a doenga foi
identificada em 1935, em Campinas, SP, em raizes de feijao (TONIN et al., 2013). Em
soja, o primeiro relato da doenca ocorreu em 1979, no Parand, causando danos
significativos em cultivares de ciclo tardio. Durante anos, a importancia dessa doenga em
soja foi negligenciada no Brasil por se manifestar normalmente em estadios finais de
desenvolvimento da cultura. No entanto, os danos causados foram se tornando mais
expressivos no Brasil e, na safra de 1996/1997, chegaram a 900 mil toneladas

(WRATHER et al., 1997).

Em 2006, a estimativa de redu¢do de rendimento de graos ocasionada pela doenca
foi de 910 mil toneladas na Argentina, 360 mil toneladas no Brasil e 700 mil toneladas
nos Estados Unidos (MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015). A ocorréncia do patégeno
esta se tornando frequente, ocasionando redu¢do na produtividade de graos de soja e,

consequentemente, na renda do produtor (ALMEIDA et al., 2010).

2.1  Etiologia

A primeira descricdo de M. phaseolina ocorreu como Rhizoctonia bataticola
(Taub.) Butler em batata-doce, para o micélio com microesclerodios. Em seguida, com a
observa¢do da formagdo de picnidios, o fungo foi renomeado como Macrophoma
phaseolina. Em 1912, na india, o mesmo fungo foi isolado do feijio-caupi por Shaw, e
foi denominado de Sclerotium bataticola (DHINGRA; SINCLAIR, 1978; GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012). Apo6s identificada a relagdo entre microesclerodio e

picnidio, foram propostos os nomes R. bataticola (Taub.) Butler ou Macrophomina
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phaseoli (Maubl.) Ashby para o estadio picnidial (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE,
2012). Em 1947, Goidanich renomeou o fungo como Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goidanich (JIMENEZ, 2011), identificado como tnica espécie do género Macrophomina
(RADWAN, 2014). Esse fungo pertence ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae
(LUNA et al., 2017).

O fungo produz duas estruturas anamorficas, picnidio (estrutura de reproducao) e
microesclerodio (estrutura de resisténcia). Picnidios sao globosos e negros, com tamanho
variavel de 100 um a 200 pm; formam conidi6éforos septados ou ramificados, em forma
de bastonetes simples e longos, com tamanho aproximado de 10 um a 15 um, e conidios
unicelulares, hialinos, elipsoides a ovoides, medindo em torno de 14 pm a 30 um x 5 um
a 10 um. Tém ostiolo definido, solitario a gregério. A formagdo de picnidios ndo ocorre
em todos os hospedeiros, sendo frequentemente encontrados em feijao de jardim, feijao-
juta e soja (ALMEIDA et al., 2005; KAUR et al., 2012). Os microesclerddios sdo corpos
negros e lisos, medindo, aproximadamente, 100 pm de diametro (VIANA; SOUZA,
2002), formados a partir da agregacao de hifas com 50 células a 200 cé¢lulas (KAUR et
al., 2012). Podem germinar independentemente (JIMENEZ, 2011), sdo resistentes a
condig¢des adversas e produzidos, em grande quantidade, nas partes infectadas das plantas,
especialmente sob a epiderme de raizes ou na camada externa do cortex e do colo da haste

da soja (ALMEIDA et al., 2014).

De acordo com Mihail (1992), hd um relato ndo confirmado da fase teleomorfica
de M. phaseolina chamada Orbilia obscura por Ghosh et al. (1964), mas, desde entao,

nenhum relato foi feito sobre esta fase.

Isolados de M. phaseolina apresentam variagdes em caracteristicas morfologicas
da colonia em meio de cultura, como pigmentagao das hifas (septadas, de coloragdo cinza,
preta ou marrom), tamanho e forma dos microesclerodios e presenga ou auséncia de
picnidios (KAUR et al., 2012). Pode ocorrer crescimento de micélio sobre a colonia e
formagdo de anéis concéntricos (SMITH; WYLLIE, 1999). O micélio ¢ uninucleado, mas
as células das extremidades (regido de crescimento) sdo, normalmente, multinucleadas

(ALMEIDA et al., 2001).
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2.2 Sintomas e sinais

A podridio de carvao em soja ¢ pronunciada quando condi¢des ambientais
desfavoraveis, como periodos prolongados de seca e de altas temperaturas, estressam a
planta. A intensidade da doenga est4 associada a periodos de elevadas temperaturas do ar
(em torno de 28 °C a 35 °C) e de estresse hidrico (ALMEIDA et al., 2014; CRUCIOL;
COSTA, 2017). A infecgao pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento e os
sintomas sdo mais evidentes em raizes ¢ no final do ciclo, com a evolucao da infecgao

(GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012).

A infeccao das plantas, na lavoura, ocorre aleatoriamente, devido a distribui¢ao
desuniforme de microesclerdédios no solo (ALMEIDA et al., 2010) (Figura 1) ¢ a
condi¢des locais de solo compactado, que dificultam a penetragdo de raizes, acarretando
em desenvolvimento superficial do sistema radicial (CRUCIOL; COSTA, 2017). A
infec¢do em raizes pode ocorrer a partir de duas a trés semanas ap6s a emergéncia (REIS;
BOARETTO, DANELLI, 2014). Os cotilédones desenvolvem lesdes escurecidas, € apos
o estadio V1 (desenvolvimento completo da folha unifoliolada, pela escala de Fehr et al.,
1971), o hipocotilo apresenta lesdes marrom-avermelhadas, que podem ficar escuras e se
estenderem para a haste. As plantas infectadas podem morrer logo nos estadios iniciais,
se houver periodo quente e seco (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). Lesdes no
pedunculo afetam o florescimento, a formagao de vagens e de graos, ocasionando dano
no rendimento (TWIZEYIMANA et al., 2012). Nos casos em que a planta sobrevive a
infeccdo inicial, os sintomas podem reaparecer no estadio reprodutivo, entre R1 (inicio
do florescimento) e R7 (inicio da maturacdo) (SMITH; WYLLIE, 1999). Em estadios
reprodutivos tardios, o sistema vascular fica escurecido, as plantas tornam-se cloroticas,
secam e as folhas secas permanecem aderidas ao peciolo, com coloragao marrom. Nesta
fase, o principal dano ao rendimento sdo graos mal formados ou pequenos
(TWIZEYIMANA et al., 2012). As lesdes podem ser confundidas com aquelas causadas
por Rhizoctonia solani, mas, com este patogeno, as lesdes provocam cancros no colo da

planta (ALMEIDA et al., 2001).
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Figura | - Plantas de soja infectadas por Macrophomina phaseolina, distribuidas
aleatoriamente na lavoura.

Fonte: COSTAMILAN, L. M.

O sintoma mais caracteristico da podridao de carvao, em fases mais avangadas, ¢
a facilidade com que a epiderme da raiz pode ser destacada do lenho, juntamente com a
visualizacdo de microesclerddios no tecido da raiz (Figura 2). Os microesclerddios, além
de serem estruturas de sobrevivéncia, sdo a principal fonte de inéculo do fungo e os sinais

que identificam o patégeno (ALMEIDA et al., 2010).

Figura 2 - Raiz de soja infectada por Macrophomina phaseolina, mostrando
microesclerodios (pontuagdes escuras) que se desenvolvem sob a epiderme, que se solta
com facilidade.

- Ny

Fonte: DEUNER, C. C.
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2.3  Hospedeiros de Macrophomina phaseolina

Reichert e Hellinger (1947), listaram um grande nimero de espécies de plantas,
ao redor do mundo, hospedeiras de M. phaseolina. As mais importantes economicamente
sdo: soja, milho, batata (Solanum tuberosum L.), batata-doce (Ipomoea batatas (L.)
Lam.), feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), café (Coffea arabica L.), pimenta
(Capsicum annum L.), ervilha (Pisum sativum L.), uva (Vitis vinifera L.), mamao (Carica
papaya L.), laranja-doce (Citrus x sinensis L. Osbeck), mag¢a (Malus domestica Borkh.),
girassol (Helianthus annus L.), cacaueiro (Theobroma cacao L.), alfafa (Medicago sativa
L.), trevo (Trifolium sp.), sorgo granifero (Sorghum bicolor (L.), platano (Musa
paradisiaca L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate (Lycopersicon sculentum Mill.).
A variabilidade de hospedeiros do fungo ¢ amplamente distribuida nas regides tropicais
e subtropicais, e inclui cereais, leguminosas, vegetais, frutas, plantas lenhosas e herbaceas

(DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

O patogeno esta sendo relatado em novos hospedeiros e areas geograficas causando a
podriddo do carvao. Em 2006, plantas de canola (Brassica napus L.) foram obsevadas com
sintoma de murcha e coloragdo marrom-acastanhado, em uma parcela experimental em
Merredin, na Australia Ocidental. Nesse mesmo ano, a podridao de carvao também foi
relatada em canola, na Argentina (GAETAN; FERNANDE; MADIA, 2006). Foi relatada
a presenca de M. em tropical soda apple (Solanum viarum Dunal), uma importante espécie
invasora na Florida, com sintoma de necrose progressiva nos peciolo e nas folha,
observando-se a producdo de picnidios e picniosporos em tecidos infectados (IRIARTE,

2007).

Em 2006, no sul da Espanha, foi relatada a podriddo da coroa e da raiz em
cultivares de morangueiro causada por M. phaseolina. As plantas afetadas apresentavam
raizes necrosadas, dreas marrom-escurecidas ao longo do anel vascular lenhoso. A mesma
doenga e os sintomas tambem foram relatados em morangos na Florida e Israel em 2005

(AVILES et al., 2008).
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A M. phaseolina é capaz de causar diferentes sintomas dependendo do tecido da
planta colonizada. No meldo, o fungo infecta as raizes das plantas e posteriormente
coloniza os frutos pelo pedunculo. Uma vez que o fruto é colonizado, o fungo infecta o
tegumento e os cotilédones, e essas sementes infectadas originam plantulas doentes que
podem aumentar o potencial de inéculo no solo (REUVENI; NACHMIAS; KRIKUN,
1983). A podridao de carvao no girassol foi relatada pela primeira vez em 1927 no Sri
Lanka e nos anos subsequentes em varios continentes em todo o mundo. Os sintomas
predominantes dessa doenga no girassol sdo descoloragdo cinzenta a negra com lesdes no
caule, microsclerodios geralmente observados quando é removida a epiderme da raiz.
Como a soja, a severidade da doenca depende das condigdes ambientais, especialmente a

seca e as altas temperaturas (KHAN, 2007).

2.4  Ciclo da doenca

Ap6s a colheita, com a decomposi¢@o dos restos culturais das plantas infectadas,
os microesclerodios sdo liberados ao solo, onde permanecem agrupados a uma
profundidade de 0 a 20 cm (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). Dependendo das
condi¢des ambientais, como temperatura e disponibilidade de nutrientes, e de restos
culturais de hospedeiros, podem sobreviver de 2 anos a 15 anos (BAIRD; WATSON;
SCRUGGS, 2003). A longevidade dessas estruturas no solo tende a diminuir com o
tempo, sendo que, em solos imidos, a sobrevivéncia ¢ reduzida pela baixa oxigenagao do
solo. Por outro lado, o baixo potencial hidrico torna as plantas suscetiveis e reduz a
atividade de microrganismos antagonicos (ALMEIDA et al., 2005). Além de sobreviver
em restos culturais como microesclerodio (BAIRD; WATSON; SCRUGGS, 2003;
GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012), M. phaseolina também pode sobreviver nas
formas de micélio e de microesclerédio em sementes, desenvolvendo-se no interior do
tegumento; normalmente, essas sementes nao apresentam sinais de infeccao (ALMEIDA

etal., 2001) (Figura 3).

A infec¢do pode ocorrer na emergéncia, na fase de cotilédones (VC) ou mesmo no

inicio do estadio vegetativo (V1-V2), entre duas a trés semanas apds a semeadura. A
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infec¢do permanece latente até que as condi¢des ambientais estressantes coincidem com
as fases reprodutivas das plantas (R1-R7). Quando a infeccao ¢ severa, além do bloqueio
dos vasos, a producdo de toxinas fingicas causa a morte da planta (SMITH; WYLLIE,
1999). A germinagao dos microesclerddios, no solo, comega quando a temperatura estiver
entre 28 °C a 35 °C. Os microesclerddios germinam na presen¢a de um hospedeiro ¢
produzem tubos germinativos que desenvolvem apressorios que, por sua vez, penetram
na planta pela parede celular da epiderme ou por aberturas naturais. Durante o inicio do
estagio de infecgdo, as hifas ficam restritas aos espacos intercelulares do cortex da raiz,
podendo causar a morte de plantulas devido ao rompimento de células adjacentes.
Posteriormente, as hifas desenvolvem-se intracelularmente no xilema e promovem a
formacao de microesclerddios, que irdo bloquear os vasos e causar a ruptura das células

do hospedeiro. (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012; KAUR et al., 2012) (Figura 3).

Figura 3 - O ciclo da doenga podridao de carvao, causada por Macrophomina phaseolina,
em soja.

Fonte: Adaptado de LUNA et al., 2017.
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Macrophomina phaseolina inclui uma abundancia de genes que codificam a
degradagdo de enzimas hidrolitica e de lignina que degradam os polissacarideos da parede
celular e lignoceluloses para facilitar a penetracdo de fungos no tecido hospedeiro
(ISLAM et al., 2012). As enzimas hidroliticas incluem enzimas hidrato de carbono-
activas (CAZymes). O genoma fingico contém 362 CAZymes putativas incluindo 219
glicosil hidrolases (GH), 56 glicosiltransferases (GT), 65 carboidratos de esterases (CE),
seis modulos de ligagdo a carboidratos (CBMs) e 16 polissacarideos liase (PL). O nimero
CAZymes descobertos no genoma da M. phaseolina ¢ superior aos identificados a partir
de outros fungos fitopatogénicos. O alto niimero de CEs permite que o fungo infecte
muitos hospedeiros, pois ¢ considerado a primeira linha de ataque durante a invasao do

hospedeiro e, portanto, fundamental na patogénese (RADWAN et al., 2014).

O genoma de M. phaseolina contém muitos genes envolvidos na degradagio da
lignina, como lacases, lignina peroxidase, galactose oxidase, cloroperoxidase,
haloperoxidase e heme peroxidase. Em comparacdo com outras sete espécies de fungos,
genoma desse fungo inclui o maior nimero de lacases (ISLAM et al., 2012). Além da
degradacao das enzimas hidrolitica e lignina, o sequenciamento do genoma identificou
muitos genes associados a patogenicidade. Estes incluem uma série de genes de
desintoxica¢do, como o citocromo P450, Cof, superoxido dismutase, e varias -cetoacil-
ACP-sintase envolvidas na biossintese de um antibiotico policetideo (BECK et al., 1990),
bem como genes de resisténcia a tetraciclina. Trabalhando juntos, esses genes podem

permitir que esse patdgeno infecte um ampla gama de plantas hospedeiras (RADWAN et

al., 2014).

Esse fungo provoca o desenvolvimento de doencas em plantas secretando uma ou
mais fitotoxinas que facilitam a penetragdo, a invasdo e a colonizagdo do hospedeiro.
Varios metabolitos fitotoxicos produzidos por M. phaseolina foram identificados em
isolados individuais. Essas fitotoxinas incluem asperlin, isoasperlin, fomalactona,
folicolinica e faseolinona. A faseolinona ¢ uma toxina nao especifica do hospedeiro que
causa murchamento de plantulas e formacao de lesdes necréticas nas folhas, semelhantes
as incitadas pelo patogeno (RADWAN et al., 2014). O genoma desse patégeno quando

totalmente sequenciamento permite a descoberta desses genes associado a patogenicidade
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fingica e a producdo de toxinas. Essas informagdes contribuem no planejamento de
estratégias racionais para o controle da podriddo de carvao, essencial para assegurar a

producdo e seguranca agricola global (ALMEIDA et al., 2003, ISLAM et al., 2012).

2.5 Variabilidade genética de Macrophomina phaseolina

Fungos com uma fase sexual pode apresentar variabilidade genética por meio da
recombinacdo genética, ao passo que fungos sem fase sexual conhecida, como M.
phaseolina, a variabilidade genética ¢ por meio de mutagdo, fusdo de hifas e
recombinacdo mitdtica (KAUR et al., 2012). A variabilidade genética sempre foi evidente
entre isolados de M. phaseolina e, mesmo em isolados obtidos de um unico hospedeiro,
ocorreram niveis diferentes de patogenicidade. Marcadores moleculares, como RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), AFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado) e RFLP (polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo) foram utilizados para caracterizar populagdes de M. phaseolina de distintos

hospedeiros e regides geograficas (SALEH et al., 2010).

A técnica RAPD foi util na avaliagdo de 55 isolados brasileiros de M. phaseolina,
obtidos de raizes de soja em diferentes Estados do Brasil, sendo divididos em trés grupos.
A variabilidade encontrada foi baixa entre isolados do mesmo grupo, no entanto, a
divergéncia entre os grupos foi alta (ALMEIDA et al., 2003). Os autores consideraram
que a variabilidade genética foi originada, possivelmente, pelo parassexualismo, com a
fusao de células de diferentes hifas. RAPD foi usada por Su et al. (2001), que verificaram
que isolados de M. phaseolina originados a partir de um dado hospedeiro foram
geneticamente semelhantes entre si, mas distintos quando obtidos a partir de outros
hospedeiros. Esse resultado também foi verificado por Purkayastha et al. (2006), ao
analisarem a variabilidade genética de 59 isolados indianos do fungo, oriundos de
diferentes hospedeiros. De acordo com Jana et al. (2003), a avaliacao da variabilidade
genética de 43 isolados de M. phaseolina de distintos hospedeiros, dentre eles, soja,

gergelim, amendoim, grao de bico, algoddo e feijao, e de distintas regides geograficas,
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por meio da técnica RAPD, foi possivel, com a amplificagdo do primer OPA-13,

distinguir os isolados do fungo.

A técnica AFLP foi utilizada para determinar a variabilidade genética de 96
isolados de M. phaseolina, coletados de distintos hospedeiros em oito paises, incluindo o
Brasil. A analise detectou altos niveis de polimorfismo e de variabilidade do patdégeno
entre hospedeiros e entre regides geograficas (REYES-FRANCO et al., 2006). Da mesma
forma, isolados do patdégeno do México foram associados a origem geografica e a espécie
hospedeira (MAYEK-PEREZ et al., 2001). Na mesma linha de pensamento, por meio da
técnica AFLP, Vandemark et al. (2000) concluiu que era impossivel obter uma correlagdo
no nivel de polimorfismo de DNA com a localizagao geografica ou hospedeiro. Saleh et
al. (2010) avaliaram 143 isolados de M. phaseolina obtidos de campo de milho, soja,
centeio e padraria de capim-alto, no estado do Kansas, pelas técnicas AFLP e regido
espagadora interna transcrita (ITS - Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal
(rDNA). A semelhanca genética foi maior entre os isolados em campos de soja € menor
na pradaria de capim-alto. Nao houve relacdo genotipica para especializacdo de

hospedeiro, o que ja era esperado, uma vez que esse patogeno ¢ considerado generalista.

Mesmo com abordagens moleculares, ndo ha evidéncias suficientes para sugerir
forma specialis ou subespécies dentro de M. phaseolina (BAIRD et al., 2010), uma vez
que informacao genética sobre essse patdgeno € escassa (SEXTON; HUGHES; WISE,
2016), com apenas 176 marcadores de sequéncias expressas (ESTs) e 903 marcadores de

sequéncias de nucleotideos do Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia

(NCBI) (ISLAM et al., 2012).

Um unico isolado de M. phaseolina coletado de juta foi sequenciado usando
sequenciamento de proxima geragdo (Next-Generation Sequencing — NGS) e
sequenciamento Shotgun. O genoma apresenta aproximadamente 15.000 genes. (ISLAM

etal., 2012; RADWAN et al., 2014).

A ampla capacidade de viruléncia de um genoma ¢ frequentemente associada a

inativacdo mediada por transposon ou a delecdo de genes codificadores de padrao

Francine Talia Panisson 28



molecular associado ao patdégeno cujos produtos desencadeiam o sistema imune
adaptativo da planta. O genoma de M. phaseolina compreende 2,84% de DNA repetitivo
e 3,98% de elementos transponiveis; e contém mais pseudogenes fragmentados (894) do
que os pseudogenes processados (31) causados por elementos moveis, mas nao possui
pseudogenes duplicados. Isso € consistente com os transposons que contribuem para a
instabilidade genética em M. phaseolina (ISLAM et al., 2012). O sequenciamento de
isolados adicionais de M. phaseolina de soja e de outros hospedeiros é necessario para
comparar a sequéncia do genoma do isolado de juta. A andlise gendOmica comparativa de
diferentes sequéncias fornecerd informacdes valiosas sobre a variabilidade genéticas
presente entre diferentes isolados deste fungo, e elucidara mecanismos comuns ou
distintos utilizados por diferentes isolados para infec¢ao do hospedeiro (ALMEIDA et
al., 2003, ISLAM et al., 2012).

2.6 Manejo integrado

Para o controle de M. phaseolina sdo indicadas estratégias que evitam condigdes
favoraveis a sobrevivéncia e a propagagdo do patdégeno, como praticas culturais,
tratamento de semente e controle biologico (COSER et al, 2017); porém as mesmas ndo
sdo amplamente adotadas pelos produtores e a eficiéncia de controle ¢ limitada

(MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015).

2.6.1 Controle cultural

A irrigacdo pode ser empregada durante todo ciclo da cultura da soja (SMITH et
al., 2014) e auxilia na reducdo do estresse por seca, € consequentemente, limita os danos
ocasionados pela podridao de carvao, mesmo que esses ainda possam variar de 6% a 30%
(LUNA et al., 2017). Mengistu et al. (2011b) observaram que, embora a infec¢ao
ocorresse em ambientes nao irrigados e irrigados, maiores rendimentos foram relatados

nestes ultimos.
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A semeadura direta também ¢ considerada uma das estratégias de controle, por
promover a manutencdo de restos culturais sobre o solo, reduzir o estresse hidrico,
impedir a erosdo, favorecer a sobrevivéncia de fungos antagonistas e interferir nas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo (ALMEIDA et al., 2010). Entretanto,
o acumulo de palha no solo favorece outras doencas, sendo uma limitagdo do sistema de

semeadura direta (ALMEIDA et al., 2001).

A rotacao de culturas ndo ¢ considerada uma medida confidvel para o controle da
doenga, pois M. phaseolina ¢ polifago (LUNA et al., 2017), além de sobreviver ¢ se
multiplicar saprofiticamente em restos culturais (ALMEIDA et al., 2014). Short et al.
(1980) observaram correlacao direta entre a populagao de microsclerodios viaveis no solo
e o numero de anos consecutivos de produg¢dao de milho ou de soja, independentemente
da rotacdo. No entanto, estudos de rotacdo de culturas determinaram que, mesmo que a
soja seja rotacionada com outros hospedeiros de M. phaseolina, uma rotagao de longo
prazo reduziria a populacdo do fungo em comparagdo com o cultivo continuo de soja,

melhorando o manejo da doenga (LUNA et al., 2017).

No sistema de semeadura convencional, o revolvimento do solo causa maior
distribuicao do patdgeno na area. No entanto, isso € aceito até certo nivel, pois a infeccao
das plantas ¢ aleatoria. Tanto neste sistema de preparo de solo quanto no sistema plantio
direto, a compactacdo do solo é fator favoravel ao desenvolvimento da doenga, por
impedir que as raizes se desenvolvam em profundidade. Como consequéncia, a planta
fica debilitada, tornando-se suscetivel ao ataque do fungo (PEREZ-BRANDAN et al.,
2012).

2.6.2 Controle genético

A estratégia mais pratica e econdmica no manejo de doencas € o uso de cultivares
resistentes. No entanto, cultivares comerciais com resisténcia completa para M.
phaseolina ndo sio relatadas em soja ou em outros hospedeiros (PARIS et al., 2006;
MENGISTU et al., 2013; PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015; COSER et al,

2017). Alguns genoétipos sao caracterizados com resisténcia moderada, sendo utilizados
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como padrdo de comparacdo (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015), como a
linhagem de soja DT97-4290 (PARIS et al., 2006). Outras linhagens de soja
caracterizadas com moderada resisténcia a podridao de carvao, sao DG3905, Manokin
(MENGISTU etal., 2011a), DT99-16864 (GILLEN et al., 2016; MENGISTU et al., 2007,
MENGISTU et al., 2011a), DT99-17483, DT98-7553 ¢ DT99-17554 (MENGISTU et al.,
2007, MENGISTU et al., 2011a), e Spencer, PI 594302, PI 567562A, PI 506764, PI
567334, P1221717, P1567303B, P1 567335B, P1 567343 ¢ PI1 567349A (MENGISTU et
al., 2013; TWIZEYIMANA et al., 2012). Aliado a esse fator, até o momento nenhum
gene maior ou raga especifica de resisténcia foram relatados em qualquer um de seus

hospedeiros (RADWAN et al., 2014).

Como um fungo fitopatogénico de ampla gama de hospedeiros, espera-se que M.
phaseolina possua um nimero significativo de genes de interagdo patdogeno-hospedeiro.
Por meio do sequenciamento do genoma desse patdogeno foi identificado 537 genes
putativos da interacdo patdgeno-hospedeiro. Esses genes desempenham diversos papéis
na patogénese, incluindo adesdo, transdugdo de sinal, quebra da parede celular,
biossintese de purinas e biossintese da micotoxina patulina. Os transportadores de cassete
de ligacdo de ATP ajudam a defender o patogéneo dos metabolitos secundarios
produzidos pelo hospedeiro, bem como fornecem nutrientes essenciais. Estdo presentes
varios genes de desintoxicacdo, tais como os que codificam o citocromo P450
(IPRO01128), proteina Cof (IPR000150) e superdxido dismutase. Além disso, varios -
Cetoacil sintase (IPR000794) envolvidos na biossintese de um antibiotico policetideo,
bem como alguns genes de resisténcia a tetraciclina foram identificados em M.
phaseolina. Esses dados sugerem que o genoma desse patogeno codifica um grande
repertorio de genes associados a patogenicidade, os quais podem estar envolvidos na

patogénese desse organismo (ISLAM et al., 2012).

Diante desse contexto, pode-se afirmar que a resisténcia do hospedeiro a M.
phaseolina ¢ considerada resisténcia quantitava, pois a diferenga dos niveis de resisténcia
entre as plantas que ndo tem o gene R efetivo seria pelas diferencgas nas constitui¢des
alélicas dos inumeros genes envolvidos na resposta da planta ao patdogeno, em que os

efeitos constituem em maior ou menor quantidade de doenca (CAMARGO, 2011a).
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Logo, os individuos do patogeno diferem quanto a agressividade em relagdo aos

gendtipos, podendo haver individuos mais agressivos que outros (CAMARGO, 2011b).

O desenvolvimento de cultivares de soja resistentes a podriddo de carvao ¢
desafiador, mas a sequéncia precisa do genoma da soja facilita a identificagdo da base
genética e acelerard a criacdo de cultivares melhoradas (RADWAN et al., 2014). Centenas
de caracteristicas herdadas qualitativamente foram caracterizadas em soja e
geneticamente mapeadas. No entanto, as caracteristicas mais importantes da produgao
agricola sdo herdadas quantitativamente, como ¢ o caso da resisténcia a M. phaseolina.
As regides do genoma que contém a sequéncia de DNA que afetam essas caracteristicas
sao chamadas de loci de caracteristica quantitativa (QTL) (SCHMUTZ et al., 2010).
Nenhuma informagao sobre QTL no mapeamento de associagdao gendmica esta disponivel
para podriddo de carvao em soja, mas em feijao-caupi ha trés novos QTLs identificados
associados a seca e a resisténcia a M. phaseolina, indicando que diferentes mecanismos
genéticos apresentam resposta ao estresse hidrico e a infec¢do pelo patdgeno
(MUCHERO; EHLERS; ROBERTS, 2011). Melhorar a tolerancia a seca pela resisténcia
genética também pode fornecer novas possibilidades para o controle da doenga, uma vez
que a podriddo de carvdo ¢ mais prevalecente em condi¢des de estresse hidrico. A
combinagdo destes estudos com métodos tradicionais provavelmente ira melhorar a

resisténcia de cultivares de soja a podridao de carvao (LUNA et al., 2017).

2.6.2.1 Técnicas de fenotipagem de gendtipos de soja a Macrophomina phaseolina

A melhoria na precisdo das técnicas de fenotipagem confidveis poderia favorecer
a sele¢do de genodtipos de soja com menores niveis de infec¢do, que poderiam se tornar
fontes uteis para programas de melhoramento e para o desenvolvimento de cultivares de

soja moderadamente resistentes, auxiliando na redugdo de danos ocasionados pela doenga

(ALMEIDA et al., 2014).

A maioria das avalia¢des de reacdo de genotipos de soja a doenga procura simular
condigdes naturais de infecc¢ao. Por isso, as avalia¢des tém sido executadas em ensaios de

campo, com inoculacdo de solo (MENGISTU et al., 2013) e avaliagdao visual de
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severidade de sintomas em raizes e na parte aérea das plantas, calculando-se a area abaixo
da curva de progresso da doenga e o indice de unidades formadoras de colonias (IUFCs)
(MENGISTU et al., 2007). Smith e Carvil (1997) desenvolveram um ensaio, em que 0s
microsclerodios sdo quantificados a partir da haste e da raiz das plantas. Essa técnica
consistiu em coletar a haste e a raiz principal de plantas, arbitrariamente selecionadas, e
amostras de solo. Embora essa técnica de avaliacdo contenha informacao valiosa, os

resultados foram variaveis e houve inconsisténcia entre os estudos.

Mengistu et al. (2007) estudou cinco diferentes técnicas de campo para avaliacao
de soja a podridao de carvao, com a finalidade de estabelecer uma técnica consistente, e
propuseram o uso do IUFCs como técnica padrao para avaliacdo de resisténcia. Essa
técnica consistiu na coleta de hastes e raizes de plantas de soja e de amostras de solo. As
amostras foram colocadas em meio seletivo esterilizado contendo BDA e incubadas por
trés dias a 30 °C. Ap0s trés dias, as colonias foram contadas e convertidas em UFC por
grama de raiz e tecido da haste. O IUFCs ¢ obtido dividindo o UFC de cada gendtipo pela
UFC do genotipo que tem a maior UFC no presente estudo. Segundo Mengistu et al.
(2014) essa técnica permite que os pesquisadores determinem consistentemente as
reagOes para M. phaseolina em diferentes genotipos de soja e ambientes em condigdes de

campo.

Entretanto, experimentos em condi¢gdes de campo apresentam limitagdes, como a
possivel desuniformidade de concentragdo e de distribuicao de indculo, a maturidade das
plantas em épocas distintas e a possibilidade de apenas uma avaliagao por ano. Avaliagdes
realizadas em ambiente controlado, como em casa de vegetacao, podem ajudar a superar
as limitacdes de testes em campo. No entanto, avaliagdes nessas condi¢cdes ndo sio
amplamente utilizadas, devido a falta de técnica confidvel de inoculagio (RADWAN et

al., 2014; TWIZEYIMANA et al., 2012).

Por meio de experimentos em condigdes controladas, Surrette; Meints e Trevathan
(2006) testaram a técnica de inoculagcdo de substrato (formado por areia e farinha de
milho) com M. phaseolina em plantas de soja, possibilitando a selecdo de gendtipos

moderadamente resistentes a podriddo de carvao. Jimenez (2011), a fim de avaliar a
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infeccdo de podridao de carvao em raizes de soja nos estddios vegetativos V1 (folhas
unifolioladas completamente desenvolvidas) e V2 (primeira folha trifoliolada
completamente desenvolvidas), com milheto japonés infestado, expos as plantulas a
diferentes teores de umidade no solo (saturacdao de vaso, capacidade de vaso e ponto de
murcha permanente). A infeccao das raizes das plantulas foi afetada pelo nivel de estresse
hidrico e pela capacidade de retengdo de agua de cada tipo de solo, sendo que a infec¢ao
das raizes pelo fungo foi maior em solos arenosos, devido a baixa capacidade de retengao

de 4gua. O mesmo resultado foi observado em solos com desequilibrio nutricional.

Twizeyimana et al. (2012) adaptaram a técnica de inoculagdo da haste cortada para
a avaliacdo da resisténcia de genotipos de soja a M. phaseolina em ambiente controlado.
Essa técnica foi, inicialmente, desenvolvida para avaliagdo de Phomopsis longicolla e de
Sclerotinia sclerotiorum em soja (LI; HARTMAN; BOYKIN, 2010), e permite avaliagdo
mais precisa de genotipos de soja para resisténcia parcial por meio da medi¢do direta do
comprimento do tecido necrosado na haste, evitando o efeito de maturidade das plantas
(PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015; TWIZEYIMANA et al., 2012). Além disso,
distinguiu com sucesso cultivares de soja suscetiveis ou resistentes para podridao de
carvao em ambiente controlado (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016). Essa técnica nao
reproduz o que ocorre naturalmente, o que a torna interessante de ser comparada com
outras técnicas de inoculagdo que simulam o processo natural de infeccao do patdgeno,

no solo.
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3 CAPITULO |

Otimizacdo de técnicas de fenotipagem em soja visando a determinagdo da

podridao de carvao

3.1 Resumo

Na cultura da soja, a podridao de carvao, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina, ¢ uma
doenca importande que incide no sistema radicial das plantas, e as condi¢cdes ambientais que
favorecem sua ocorréncia incluem altas temperaturas e baixa umidade do solo. Nao ha resisténcia
genética completa identificada a esse patdgeno em soja, e nem informacdo de agressividade de
isolados para uso em selecdo de gendtipos. Os objetivos do trabalho foram a) avaliar a
agressividade de isolados brasileiros de M. phaseolina inoculados em cultivares de soja pela
técnica da haste cortada; b) avaliar a severidade de genotipos de soja a isolados brasileiros de M.
phaseolina pela técnica da haste cortada; e ¢) avaliar a intensidade de M. phaseolina utilizando-
se trés técnicas de inoculacdo: camada de micélio, camada de areia e indculo agregado ao solo,
em diferentes cultivares de soja. Primeiramente, 23 isolados do fungo foram inoculados pela
técnica da haste cortada em trés cultivares de soja, sendo selecionados dois isolados do fungo.
Posteriormente, estes dois isolados foram inoculados em vinte cultivares de soja, pelas técnicas
haste cortada, camada de micélio, camada de areia e ino6culo agregado ao solo. Esses mesmos
isolados do patdgeno foram inoculados pela técnica da haste cortada em doze gendtipos de soja,
sendo 11 genotipos classificados como moderadamente resistentes e um suscetivel ao fungo. Na
técnica da haste cortada, foi medido o comprimento do tecido necrosado na haste das plantas,
realizando-se cinco medigdes com intervalos de trés a quatro dias. Calculou-se a Area Relativa
Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (ARACPD). Nas demais técnicas de inoculacdo, foi
avaliada a intensidade da doenca através do isolamento de cinco fragmentos da raiz secunddria,
da raiz principal e do colo de cada planta. Houve diferenca de agressividade entre isolados de M.
phaseolina, sendo os isolados CMES 1169 ¢ Mp CX os mais agressivos, possibilitando a
incorporagdo destes em estudos da resisténcia de genotipos de soja ao fungo. As cultivares de soja
apresentaram reacao distinta de severidade a podriddo de carvao pela técnica de inoculacao da
camada de areia e da haste cortada, sendo esta Glltima técnica de inoculagao eficiente para selecdo
de fontes uteis para o desenvolvimento de gendtipos de soja com maiores niveis de resisténcia a
podriddo de carvao, pela rapidez de resposta e pela facilidade de execucdo. As cultivares de soja
TMG 7062 e V-Max e os gendtipos de soja DT97-4290, Spencer e PI 567334 apresentaram
consistentemente menor ARACPD pela técnica da haste cortada, sendo que esses materiais podem
ser incluidos em programas de melhoramento para resisténcia a podridao de carvao de soja.

Palavras-chave: 1. Glycine max. 2. Podridao de carvao. 3. Intensidade da doenca. 4. Resisténcia.
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3.2 Introducéo

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., agente causal da podriddo de carvao em
soja (Glycine max (L.) Merr.), é considerado um dos fungos mais importantes em
infecgdes radiciais da cultura (ALMEIDA et al., 2003). Esse fungo ¢ polifago, sem
evidéncia de hospedeiro especifico (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012), sendo
relatadas mais de 500 espécies de plantas hospedeiras (PAWLOWSKI; HILL;
HARTMAN, 2015), dentre elas soja, feijao, milho, sorgo, citrus, café e plantas daninhas
(GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012).

A podridao de carvao pode infectar a planta de soja em todos os estadios de
desenvolvimento, embora os sintomas sejam mais evidentes na fase reprodutiva
(GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012; SMITH; WYLLIE, 1999) ¢ em condigdes
ambientais caracterizadas por periodos prolongados de seca e de altas temperaturas
(MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015). Na lavoura, as plantas sdo infectadas,
inicialmente, pelo sistema radicial, por meio de microesclerédios (estruturas de
resisténcia do fungo), presentes no solo (ALMEIDA et al., 2010). Os sintomas
caracteristicos da doenca nas plantas incluem apodrecimento radicial, crescimento
atrofiado, clorose foliar, murchamento e morte prematura, muitas vezes com folhas secas
presas em hastes, acarretando em maturagao antecipada e formagao incompleta de graos

(MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015; RADWAN et al., 2014).

As opcdes de manejo da podridao de carvao sao limitadas (LUNA et al., 2017),
indicando-se estratégias que evitem condigdes favoraveis a sobrevivéncia e a propagagao
do patégeno, como irrigacdo, rotacdo de cultura, reducdo da densidade de plantas e
escalonamento de datas de semeadura (COSER et al., 2017; TWIZEYIMANA et al.,
2012). No entanto, essas estratégias apresentam baixa eficiéncia de controle
(MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015). O desenvolvimento da resisténcia genética a
doenca também ¢€ objeto de estudo, incluindo o desenvolvimento de técnicas confiaveis
para caracterizar a resisténcia, bem como o desenvolvimento de cultivar resistente

(LUNA et al., 2017).
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Até o momento, ndo ha cultivares de soja com resisténcia completa a doenga
disponiveis no mercado (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012), mas varia¢des na
severidade em diferentes genotipos de soja foram relatadas (MENGISTU et al., 2007;
PARIS et al., 2006; PEARSON et al., 1984; WRATHER et al., 2008). As cultivares Bay,
Essex, Forrest e Sprite (PEARSON et al., 1984) e Delta, Pineland 3478, Hamilton,
Jackson II, Davis e Asgrow 3715 (SMITH; WYLLIE, 1999) foram identificadas como
moderadamente resistentes ao patogeno sob condi¢des de campo (PEARSON et al., 1984;
SMITH; WYLLIE, 1999). Outras linhagens de soja caracterizadas com moderada
resisténcia sdo utilizadas como padrao de comparagio (PAWLOWSKI; HILL;
HARTMAN, 2015), destacando-se, DG3905, Manokin (MENGISTU et al., 2011a),
DT99-16864 (GILLEN et al., 2016; MENGISTU et al., 2007; MENGISTU et al., 2011a)
e DT99-17483, DT98-7553 e DT99-17554 (MENGISTU et al., 2007; MENGISTU et al.,
2011a), DT97-4290 (PARIS et al., 2006), DG3905, Manokin (MENGISTU et al., 2011a),
DT99-16864 (GILLEN et al., 2016; MENGISTU et al., 2007, MENGISTU et al., 2011a),
DT99-17483, DT98-7553 e DT99-17554 (MENGISTU et al., 2007; MENGISTU et al.,
2011a), e Spencer, PI 594302, PI 567562A, PI 506764, PI 567334, PI 221717, PI
567303B, PI 567335B, PI 567343 e PI 567349A (MENGISTU et al., 2013;
TWIZEYIMANA et al., 2012). A avaliacdo da reacdo de gendtipos de soja ¢ primordial
(ALMEIDA et al., 2014) para conhecer a agressividade de isolados do fungo para uso de
sele¢dao de gendtipos, a fim de fornecer fontes Uteis para programas de melhoramento e

para o manejo da doenca.

A maioria dos estudos para avaliagao de germoplasma de soja para resisténcia a
M. phaseolina ¢ realizada em campo, com infestacdo natural do fungo ou inoculagdo com
indculo previamente preparado em laboratorio (MENGISTU et al., 2007, PEARSON et
al, 1984). A heterogeneidade das areas experimentais com relacdo a caracteristicas do
solo e da microflora pode interferir na interagao patdégeno-hospedeiro, assim como locais
com diferentes condi¢des climaticas podem apresentar resultados inconsistentes dos
experimentos. A desuniformidade do in6culo, quer na concentra¢do ou na distribui¢ao,
pode reduzir a precisdo na avaliacdo dos genotipos. Outro fator a ser destacado ¢ a

dificuldade de avaliagdo de gendtipos de soja em relagdo a maturidade fisiologica da
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planta sobre o periodo de desenvolvimento dos sintomas, visto que gendtipos de soja de
diferentes grupos de maturidade ndo atingem simultaneamente o estddio R7 (inicio da
maturacdo, no qual as avalia¢des sdo realizadas), havendo interferéncia do clima nos
resultados. Além disso, ensaios a campo possibilitam apenas uma avaliagdo por ano.
Diante dessas limitagdes, ha dificuldade no progresso para a identificagdao de fontes de

resisténcia a podriddo de carvdo (RADWAN et al., 2014; TWIZEYIMANA et al., 2012).

Para minimizar esses fatores, experimentos em condi¢des controladas, como em
casa de vegetacdo, podem complementar e ajudar a superar as limitacdes dos
experimentos em campo (RADWAN et al, 2014). No entanto, avaliacdes nessas
condigdes ndo sdo amplamente utilizadas devido a falta de técnica confidvel

(TWIZEYIMANA et al., 2012).

Por meio de experimentos em condigdes controladas, Surrette; Meints e Trevathan
(2006) testaram a técnica de inoculagcdo de substrato (formado por areia e farinha de
milho) com M. phaseolina em plantas de soja, possibilitando a selecdo de gendtipos
moderadamente resistentes a podriddo de carvao. Jimenez (2011), a fim de avaliar a
infeccdo de podridao de carvao em raizes de soja nos estddios vegetativos V1 (folhas
unifolioladas completamente desenvolvidas) e V2 (primeira folha trifoliolada
completamente desenvolvidas), com milheto japonés infestado, expds as plantulas a
diferentes teores de umidade no solo (saturacdo de vaso, capacidade de vaso e ponto de
murcha permanente). A infeccao das raizes das plantulas foi afetada pelo nivel de estresse
hidrico e pela capacidade de retengdo de dgua de cada tipo de solo, sendo que a infecgcao
das raizes pelo fungo foi maior em solos arenosos, devido a baixa capacidade de retengao

de 4gua. O mesmo resultado foi observado em solos com desequilibrio nutricional.

Outra forma de inoculagdo da doenca, em casa de vegetagdo, ¢ a técnica da haste
cortada (cut-stem inoculation technique), a qual permite a avaliagdo de genotipos de soja
para resisténcia parcial por meio da medigao direta do comprimento do tecido necrosado
na haste, evitando o efeito de maturidade das plantas (PAWLOWSKI; HILL;
HARTMAN, 2015; TWIZEYIMANA et al., 2012). Além disso, distinguiu com sucesso

cultivares de soja suscetiveis ou resistentes para podridao de carvdo em ambiente
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controlado (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016). Contudo, essa técnica nao reproduz o
que ocorre naturalmente, o que a torna interessante de ser comparada com outras técnicas

de inoculagdo que simulam o processo natural de infec¢do do patdégeno, no solo.

Os objetivos do trabalho foram a) avaliar a agressividade de isolados brasileiros
de M. phaseolina inoculados em cultivares de soja pela técnica da haste cortada; b) avaliar
a severidade de gendtipos de soja a isolados brasileiros de M. phaseolina pela técnica da
haste cortada; e ¢) avaliar a intensidade de M. phaseolina utilizando-se trés técnicas de
inoculagdo: camada de micélio, camada de areia e inoculo agregado ao solo, em diferentes

cultivares de soja.

3.3 Material e Métodos

Considerando os objetivos especificos do trabalho, realizaram-se trés
experimentos, os quais foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia e em casa de

vegetacdo localizados na Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, em 2016 e em 2017.

3.3.1 Selecédo de isolado agressivo de Macrophomina phaseolina em soja

Vinte ¢ trés isolados de M. phaseolina foram obtidos da Colegdo de
Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa Soja (CMES), da Colecao
de M. phaseolina da Embrapa Trigo ¢ da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijao (Tabela 1). O trabalho de acesso ao patrimonio dos isolados esta

credenciado junto ao SisGen, nimero AE59B9C.

A obtengdo de coldnia monospoérica dos isolados foi realizada adaptando-se a
metodologia de Ma; Hill e Hartman (2010). Foliolos de soja foram coletados de plantas
de 28 dias, desinfestados com alcool etilico 70% durante 2 minutos, com hipoclorito de
sodio (NaOCl) a 0,5% por 5 minutos e enxaguados com agua destilada e esterilizada. Um
foliolo foi colocado por placa de Petri contendo meio agar-agua 1% (10 g de agar/L de
agua destilada). Um disco da borda da colonia de cada isolado foi retirado do meio de

manuten¢do de batata-dextrose-agar (BDA) e colocado sobre o foliolo. Apds dez dias de
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crescimento em camara de incubacao, em temperatura de 25 °C + 1 °C e fotoperiodo de
12 horas sob luz negra (20 W), a formacdo dos picnidios foi visualizada em microscopio
estereoscopico com aumento de 45x. Em camara de fluxo laminar, cinco picnidios de
cada isolado foram coletados e colocados sobre ldmina de vidro previamente esterilizada,
contendo uma gota de agua destilada e esterilizada. Uma lamina de vidro esterilizada foi
colocada sobre a lamina com os picnidios, exercendo-se pressao com uma pinga para
rompé-los. Com as laminas dentro de uma placa de Petri de vidro esterilizada, foi
visualizada, em microscopio estereoscopico, a liberacao de esporos. Apos, 20 mL de agua
destilada e esterilizada foram adicionados a placa de Petri contendo as laminas, e o
conteudo foi homogeneizado. Da suspensao, foram pipetados 200 uL para cada uma de
seis placas por isolado, com meio de cultura BDA, sendo espalhados com auxilio de uma
alca de Drigalski. Apos dois a trés dias de crescimento em sala de incubagdo, observou-

se a formacao de colonias isoladas, fazendo-se a repicagem para placas com BDA.

Tabela 1 - Identifica¢do de isolados de Macrophomina phaseolina obtidos da Colegao de
Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa Soja (CMES), da Colecdo de
Macrophomina phaseolina da Embrapa Trigo e da Colegdo de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao. Passo Fundo, 2016

(Continuagao)
Ano
Cadigo Fonte de Local de coleta Hospedeiro
coleta

CMES 326 Embrapa Soja 1992 Sao Gotardo, MG soja
CMES 329 Embrapa Soja 1998 Lucas do Rio Verde, MT soja
CMES 341 Embrapa Soja 2000 Sao Pedro do Iguacu, PR soja
CMES 350 Embrapa Soja 2004 Brasilia, DF soja
CMES 351 Embrapa Soja 2004 Correntina, BA soja
CMES 352 Embrapa Soja 2005 Nova Xavantina, MT soja
CMES 625 Embrapa Soja 2007 Londrina, PR soja
CMES 641 Embrapa Soja 2007 Tamarana, PR soja
CMES 1020 Embrapa soja 2015 Londrina, PR trigo
CMES 1169 Embrapa Soja 2013 Borrazopolis, PR soja
CMES 1431 Embrapa Soja 2015 Bonfim, RR soja
Mp CX Embrapa Trigo 2012 Coxilha, RS soja
Mp PF Embrapa Trigo 2015 Passo Fundo, RS soja
Mp SA Embrapa Trigo 2015 Santo Angelo, RS soja
Mp 2007 Embrapa Trigo 2007 Passo Fundo, RS soja
Mp TP Embrapa Trigo 2014 Trés Palmeiras, RS soja
Mp 13 Embrapa Arroz e Feijado 2014 Formosa, GO feijao
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Tabela 1 - Identificagdo de isolados de Macrophomina phaseolina obtidos da Colegao de
Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa Soja (CMES), da Colecao de
Macrophomina phaseolina da Embrapa Trigo e da Colegdo de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao. Passo Fundo, 2016

(Conclusao)
Ano
Cadigo Fonte de Local de coleta Hospedeiro
coleta
Mp 18 Embrapa Arroz e Feijdo 2014  Santo Antdnio de Goias, GO feijao
Mp 24 Embrapa Arroz e Feijdo 2014  Santo Antdnio de Goias, GO feijao
Mp 42 Embrapa Arroz e Feijdo 2014  Santo Antdnio de Goias, GO feijao
Mp 47 Embrapa Arroz e Feijao 2014 Rio Verde, GO feijao
Mp 49 Embrapa Arroz e Feijao 2014 Rio Verde, GO feijao
Mp 124 Embrapa Arroz e Feijdo 2014 Sorriso, MT feijdo

As cultivares de soja BMX Apolo RR e BMX Ativa RR foram selecionadas para a
selecdo de isolados agressivos de M. phaseolina por apresentarem maior severidade a
podridao de carvao, e a cultivar V-Max, por apresentar menor severidade a doenca, com
base em trabalho anterior (COSTAMILAN; PANISSON; CLEBSCH, 2015). As cultivares
foram semeadas em potes plasticos com capacidade de 500 mL, contendo substrato vegetal
(Maxfertil ®) composto de casca de pinus, cinzas, fosfato natural, vermiculita e adubo
quimico nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K). Foram semeadas quatro sementes das
cultivares por pote, deixando-se trés plantas por pote apds a germinagdo. Durante a
realizagdo do ensaio, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura

média de 30 °C.

Seis semanas ap6s a semeadura, as plantas foram inoculadas pela técnica da haste
cortada (TWIZEYIMANA et al., 2012). As hastes das plantas foram cortadas com tesoura,
25 mm acima do né unifoliolado. Bases de ponteira de micropipeta (200 pL) foram
pressionadas sobre meio de cultura BDA contendo colonia do fungo com sete dias, e
posicionadas, uma para cada planta, sobre as hastes cortadas, promovendo o contato entre o
micélio e o tecido da planta. Trés dias apds a inoculagdo, as ponteiras foram retiradas,

iniciando a avaliacdo, que consistiu na medi¢do, com auxilio de régua graduada, do
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comprimento do tecido necrosado na haste, em milimetros. Foram realizadas cinco

medicdes, a intervalos de trés a quatro dias.

O comprimento do tecido necrosado na haste foi usado para calcular a area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), utilizando-se como unidade experimental o dado
médio das trés plantas em cada pote. Em razio da diferenca no nimero de dias em que as
medicoes de tecido necrosado foram registradas, foi calculada a area relativa abaixo da curva
de progresso da doenca (ARACPD), dividindo-se os valores da AACPD pelo numero de
dias entre a primeira e a tlltima data da medicao de tecido necrosado. Os valores da ARACPD

2

foram transformados em “log x” na base 10, para normalizar os dados e corrigir para

variancia ndo-constante entre amostras.

O delineamento experimental foi em blocos interamente casualizados, com 69
tratamentos constituidos de um bifatorial (cultivar de soja x isolado do fungo), com 10

repeticdes.

3.3.2 Selecdo de técnica de fenotipagem de cultivares de soja a Macrophomina
phaseolina

Vinte cultivares de soja cultivadas no Brasil foram selecionadas para esse estudo
(Tabela 2), inoculadas com quatro técnicas: haste cortada, camada de micélio, camada de
areia e indculo agregado ao solo, utilizando-se dois isolados de M. phaseolina, Mp CX e

CMES 1169, selecionados pelos resultados obtidos no experimento anterior.

A metodologia da técnica da haste cortada foi a mesma descrita em 3.3.1.

A técnica de inoculagdo com camada de micélio foi adaptada de Dorrance;
McClure e Martin (2003) e de Costamilan et al. (2013): potes plasticos, com capacidade
de 500 mL, foram preparados com uma camada de 1 cm de espessura de vermiculita
(Terra Nobre ®) no fundo, umedecida com agua; apds, foi depositado sobre a mesma um
disco de meio de cultura BDA com a colonia de M. phaseolina com sete dias de

desenvolvimento em camara de incubagdo, em temperatura de 25 °C = 1 °C e fotoperiodo
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de 12 horas, com a face do micélio voltada para cima, cobrindo-o com outra camada de
vermiculita de 5 cm de vermiculita umedecida. Sobre essa camada, foram semeadas
quatro sementes de cada uma das 20 cultivares de soja (Tabela 2), sendo cobertas com 2
cm de substrato vegetal (Maxfértil ®), umedecido. Sete dias apds a semeadura, foi

realizado raleio, mantendo-se trés plantas por pote.

Tabela 2 - Cultivares de soja utilizadas para avaliagdo da reacdo a Macrophomina
phaseolina por diferentes técnicas de inoculagdo. Passo Fundo, 2016

Cultivar de soja Obtentor
V-Max Syngenta
V-Max RR Syngenta
V-Top RR Syngenta
BMX Apolo RR DonMario Sementes ®
BMX Ativa RR Brasmax Genética
BMX Poténcia RR Brasmax Genética
BMX Turbo RR Brasmax Genética
BMX Elite IPRO Brasmax Genética
Pioneer 95Y52 DuPont Pioneer ®
M 6410 IPRO Monsoy
DM 6563 RSF IPRO DonMario Sementes ®
DM 4612 DonMario Sementes ©
SYN 1359S IPRO Syngenta
SYN 13561 IPRO Syngenta
BRS 284 Embrapa
BRS 1001 IPRO Embrapa
BRS 359 RR Embrapa
BRS 5601 RR Embrapa
NA 5909 RG Nidera Sementes
TMG 7062 IPRO Tropical Melhoramento e Genética

Para a técnica de inoculagdo com camada de areia, adaptada de Surrette; Meints e
Trevathan (2006), o preparo do in6culo constitui-se da adi¢do, em Erlenmeyer (250 mL), de
100 mL de areia fina, 5,36 mL de farinha de milho fina e 40 mL de 4gua destilada, sendo
preparados 30 frascos de indculo por isolado do fungo. Os Erlenmeyers foram esterilizados
a 121 °C por 30 minutos. Apds o resfriamento, em camara asséptica, foram adicionados 12
discos (5 mm de diametro) de micélio do fungo, com sete dias, em cada Erlenmeyers. Esses

foram mantidos em camara de incubag¢do a, aproximadamente, 30 °C durante 15 dias, sendo
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agitados diariamente, até a completa colonizacao do substrato pelo fungo. Apos esse periodo,
o substrato foi deixado secar em bandejas forradas com papel, em casa de vegetagdo, por dez

dias.

Para a inoculagdo, foram utilizados potes plasticos (500 mL) com uma camada de 1
cm de espessura de vermiculita (Terra Nobre ®) no fundo, que foi umedecida com agua.
Depositou-se sobre a mesma uma camada de 30 mL de areia inoculada com o fungo,
cobrindo-a com uma camada de 5 cm de vermiculita umedecida. Sobre essa camada foram
semeadas quatro sementes de cada cultivar de soja, que foram cobertas com substrato vegetal
umedecido (Maxfértil ®). Sete dias apds a semeadura, foi realizado o raleio, mantendo-se

trés plantas por pote.

Na inoculagdo com indculo agregado ao solo, foram utilizados graos de trigo
colonizados por M. phaseolina, com a técnica adaptada de Lima (2007). Em Erlenmeyer (500
mL), foram adicionados 200 g de graos de trigo, completando com agua destilada, sendo
preparados cinco Erlenmeyers para cada isolado. Decorridas quatro horas, escorreu-se o
excesso de dgua com o auxilio de uma peneira. Em seguida, os Erlenmeyers foram
esterilizados a 121 °C por 30 minutos. Apos o resfriamento, em camara asséptica, foram
adicionados 12 discos (5 mm de didmetro) de micélio do fungo em cada Erlenmeyer, os quais
foram mantidos em camara de incubag¢do a, aproximadamente, 30 °C durante 15 dias, sendo
agitados diariamente até a completa colonizagdo dos graos. Apds, os graos foram colocados
sobre papel para secar em casa de vegetacdo, por dez dias a, aproximadamente, 30 °C, sendo

triturados em liquidificador apos completamente secos.

Para a inoculacdo, aproximadamente 50 kg de substrato vegetal (Maxfértil ®) foram
secos sobre papel, em casa de vegetagdo, durante sete dias, sendo revolvidos diariamente para
uniformizar a secagem. Posteriormente, misturaram-se 20 mg do in6culo de graos triturados
para cada 1.200 mL de mistura de substrato vegetal seco e solo, na propor¢ao 2:1 (JIMENEZ,
2011). Em pote plastico (500 mL), foram adicionados 300 g da mistura de substrato vegetal
(Maxfértil ®) e solo de campo (2:1) e semeadas quatro sementes de soja. Sete dias apos a

semeadura, foi realizado o raleio, mantendo-se trés plantas por pote. Quinze dias apos a
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semeadura, reduziu-se a disponibilidade de 4gua para causar estresse hidrico as plantas,
mantendo-se a capacidade de campo (CC) em 60%, repetindo-se por cinco vezes em

intervalos de dois dias.

A umidade nos potes plasticos foi ajustada diariamente para 60% da capacidade de
campo (0,6 CC) por medi¢ao da variagdo de massa do sistema vaso + substrato + solo e pela
adicao de agua na quantidade suficiente para o retorno do sistema a condigao estabelecida de

umidade.

Para se ajustar a capacidade de campo em 60% (0,6 CC), foram realizados ensaios
preliminares para a mistura substrato + solo: trés vasos com a mistura substrato + solo (2:1),
contendo 300 g, 400 g e 500 g, respectivamente, foram imersos em um recipiente com agua
por 72 h, visando a saturagcdo completa do espago aéreo. ApoOs esse tempo, os vasos foram
retirados da imersdo, tendo sido coberta a superficie superior, para evitar a evaporacao da
agua, e deixados abertos os orificios na parte inferior para possibilitar a drenagem do excesso
de dgua. A aferi¢do de variacdo de massa do sistema pote + substrato + solo foi realizada
duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde), ao longo de cinco dias, até que fosse
atingida massa constante. Nesse momento, quando a drenagem, sob a acdo da gravidade,
tornou-se desprezivel, admitiu-se como estando a mistura solo + substrato em CC. Amostras
da mistura solo + substrato foram colocadas em recipientes metalicos lacrados e enviadas
para determinacdo laboratorial da umidade gravimétrica da mistura substrato + solo em CC.
Uma vez conhecida a umidade gravimétrica, definiu-se, a partir da propor¢ao conhecida em

massa (g) de 4gua para a massa da mistura substrato + solo (g), as seguintes relagdes:

(1) Capacidade de campo (CC):

(a) 1.000 g de mistura substrato + solo: 1.068 mL (g) de agua

(b) Para x g de mistura substrato + solo, colocar y mL (g) de agua

(2) 60% da capacidade de campo (0,6 CC):
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(a) 1.000 g de mistura substrato + solo: 641 mL de agua

(b) para x g de mistura substrato + solo, colocar z mL (g) de 4gua

Nas trés técnicas de inoculacao (camada de micélio, camada de areia e indculo
agregado ao solo), as plantas foram coletadas no estddio R1 (inicio de florescimento, pela
escala de Fehr et al., 1971), estadio fenoldgico da soja em que os sintomas da podridao de
carvao passam a ser mais evidentes (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). As raizes
foram lavadas em 4agua corrente para a retirada do excesso de substrato e areia. Em camara
de fluxo laminar, foi realizada a desinfestacdo das plantas, utilizando-se NaOCl a 0,5% por
3 minutos, seguido de duplo enxdgue com agua destilada e esterilizada. Apos, as raizes foram
colocadas em papel esterilizado do tipo mata-borrao. De cada planta, cinco fragmentos do
colo, cinco de regides escurecidas da raiz principal e cinco de raizes secundarias foram
retirados e colocados em placa de Petri contendo meio 4dgar-agua a 1%, preparando-se uma
placa para cada conjunto de cinco fragmentos de cada setor da planta. Sete dias apds o
isolamento, em microscOpio estereoscopico com aumento de até 45x, foi identificada
presenca ou auséncia de microesclerodios de M. phaseolina em cada fragmento isolado,
resultando na incidéncia da doenca; a severidade foi avaliada pela porcentagem de

fragmentos infectados pelo fungo em cada placa de Petri.

O delineamento experimental foi em blocos interamente casualizados, com 160
tratamentos constituidos de um trifatorial (cultivar de soja x técnica de inoculagdo x isolado

do fungo), com 5 repetigdes.

3.3.3 Reacdo de genotipos de soja a Macrophomina phaseolina

Utilizou-se colecao de 12 genotipos de soja, sendo 11 genotipos classificados como
moderadamente resistentes e um classificado como suscetivel ao fungo, com base em
trabalhos anteriores (MENGISTU et al., 2013; TWIZEYIMANA et al., 2012), ¢
disponibilizados pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja (Tabela 3). Os

gendtipos de soja foram inoculados com isolados de M. phaseolina, identificados Mp CX e
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CMES 1169 (Tabela 1), selecionados no experimento I, com a técnica da haste cortada,
descrita anteriormente. A severidade da doenca foi avaliada pela medigdo do comprimento
do tecido necrosado na haste das plantas, calculando-se a area relativa abaixo da curva de

progresso da doenca (ARACPD), conforme ja descrito.

O delineamento experimental foi em blocos interamente casualizados, com 24
tratamentos constituidos de um bifatorial (genotipo de soja x isolado do fungo), com 5

repeticoes.

Tabela 3 - Gendtipos de soja classificados como moderadamente resistentes ou suscetivel a
podriddo de carvao, utilizados em avaliagdes com isolados de Macrophomina phaseolina.
Passo Fundo, 2017

Identificagdo

Genotipo T T Origem Classificagao™
DT 97-4290 Mp 1 Estados Unidos moderadamente resistente
Spencer Mp 2 Estados Unidos moderadamente resistente
Pharaoh Mp 3 Estados Unidos suscetivel
P1594302 Mp 4 Japao moderadamente resistente
PI567562A Mp 5 China moderadamente resistente
PI1 506764 Mp 6 Japao moderadamente resistente
P1567334 Mp 7 China moderadamente resistente
P1221717 Mp 8 Africa do Sul moderadamente resistente
PI1567303B Mp 9 China moderadamente resistente
P1567335B Mp 11 China moderadamente resistente
P1567343 Mp 12 China moderadamente resistente
P1567349A Mp 13 China moderadamente resistente

Fonte: *Mengistu et al. (2013) e Twizeyimana et al. (2012).

3.3.4 Analise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e, quando
necessario, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significdncia

de 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software R (R CORE TEAM, 2017).

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Selecao de isolado agressivo de Macrophomina phaseolina em soja
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Pelo teste de haste cortada, foram verificadas diferengas significativas de
severidade entre todos os isolados de M. phaseolina avaliados, por meio do
desenvolvimento diferenciado do comprimento do escurecimento da haste. Entre as trés
cultivares de soja utilizadas, também foi verificado diferentes niveis de severidade

causados por esses isolados (Tabela 4).

Tabela 4 - Area relativa abaixo da curva de progresso da doenga (ARACPD) de isolados
de Macrophomina phaseolina inoculados em cultivares de soja, com a técnica da haste
cortada. Passo Fundo, 2016-2017

Taaledls 4 Cultivar de soja
Macrophomina BMX Apolo RR BMX Ativa RR V-Max
phaseolina ARACPD
Mp 49 4229 a 38,58 a 16,79 b
Mp 124 37,53 a 47,74 a 18,32 b
Mp CX 31,49 a 48,39 a 29,77 a
CMES 1020 2732 a 32,97 a 27,00 a
Mp TP 21,99 b 34,19 a 16,05b
CMES 641 21,67b 4235a 28,40 a
CMES 1431 21,26 b 27,49 b 21,69 b
CMES 625 20,41 b 34,27 a 20,45b
CMES 326 19,75b 38,36 a 21,08 b
Mp SA 19,75b 37441 a 18,05b
CMES 1169 19,03 b 31,16 a 34,16 a
CMES 329 18,92b 41,25 a 24,59 a
Mp 47 1791 b 34,89 a 14,06 b
Mp 2007 17,64 b 18,53 ¢ 16,71 b
Mp 13 16,73 ¢ 2493 b 5,97d
Mp 341 15,64 ¢ 34,10 a 27,20 a
Mp 18 15,05 ¢ 28,74 b 6,29 d
CMES 350 14,90 ¢ 34,20 a 25,53 a
CMES 352 14,90 c 27,82b 19,59 b
CMES 351 14,82 ¢ 31,25 a 2394 a
Mp PF 14,54 ¢ 19,26 ¢ 17,32b
Mp 24 14,54 ¢ 28,68 b 593d
Mp 42 11,86 ¢ 37,09 a 11,31 ¢
ARACPD geral 19,44 B 32,62 A 17,74 B
C. V. (%) 14,49 11,98 19,38

Nota: Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e maitscula, na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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Para a cultivar BMX Apolo RR, o isolado com maior ARACPD foi o Mp 49. Mas
os isolados Mp 124, Mp CX e CMES 1020 apresentaram ARACPD semelhante ao Mp

49. O isolado Mp 42 resultou na menor ARACPD, mas ficou semelhante aos isolados Mp
24, Mp PF, CMES 351, CMES 352, CMES 350, Mp 18, CMES 341 e Mp 13.

Para a cultivar BMX Ativa RR, o isolado com maior ARACPD foi o Mp CX, mas
ficou semelhante a maioria dos isolados, e diferiu de Mp 18, Mp 24, CMES 352, CMES
1431 e Mp 13. O isolado Mp 2007 apresentou menor ARACPD, sendo semelhante apenas
de Mp PF.

Para a cultivar V-Max, o isolado CMES resultou em maior ARACPD, que foi
semelhante aos isolados Mp CX, CMES 641, CMES 341, CMES 1020, CMES 350,
CMES 329 e CMES 351. O isolado com menor ARACPD foi Mp 24, mas os isolados Mp
13 e Mp 18 apresentaram ARACPD semelhante ao Mp 24.

Com maior desenvolvimento de severidade da doenca, destacou-se a cultivar
BMX Ativa RR, com maior ARACPD; com menor ARACPD, foram classificadas as
cultivares BMX Apolo RR e V-Max (Tabela 4).

Pelos resultados observados, constatou-se complexa variabilidade quanto a
agressividade da popula¢do de M. phaseolina. A variabilidade na agressividade desse
patdgeno também foi relatada por Claudino e Soares (2014) ao inocular em mamona 27

isolados brasileiros do fungo, oriundos de diferentes hospedeiros e regides geograficas.

Pode-se afirmar ainda, que nao foi identificada especificidade do hospedeiro entre
os isolados testados, o que pode ser observado, por exemplo, pelo comportamento do
isolado Mp 124, oriundo de feijao e considerado um dos mais agressivos quando
inoculado nas cultivares de soja BMX Apolo RR e BMX Ativa RR. Essa caracteristica
do fungo também foi observada em ensaio realizado em casa de vegetagcdo, em que
isolados de M. phaseolina de algodao, milho, sorgo ¢ soja ndo diferiram na colonizagio
de raizes, a excecao de isolados de milho, que foram especificos a raizes de milho (SU et

al., 2001). Também nao foi observada especificidade de hospedeiro do patégeno quando
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plantas de morangueiro foram inoculadas com isolados de M. phaseolina obtidos de

outras espécies de hospedeiros (MAHMOUDI; GHASHGHAIE, 2012).

A partir dos resultados obtidos nesse experimento, os isolados Mp CX e CMES
1169 apresentaram-se consistentemente entre os mais agressivos, inclusive estando entre
0s mais agressivos para a cultivar V-Max, que resultou menor valor de ARACPD. Dessa
forma, esses isolados foram utilizados para a selecdo de técnica de inoculagao de M.

phaseolina.

3.4.2 Selecdo de técnica de fenotipagem de cultivares de soja a Macrophomina
phaseolina

a) Técnica da haste cortada: houve reagdes diferenciadas entre cultivares
comerciais de soja inoculadas com o isolado Mp CX, o que ndo ocorreu com o isolado
CMES 1169 (Tabela 5). Com Mp CX, as cultivares M 6410 IPRO, BMX Ativa RR, BRS
1001 TPRO, BRS 284, NA 5909 RG, BRS 5601 RR, SYN 1359S IPRO, DM 6563 RSF
[PRO, V-Top RR, DM 4612, SYN 13561 IPRO, NA 5909 RG, BMX Elite IPRO, V-Max
RR, BMX Apolo RR, BRS 359 RR e Pionner 95Y52 apresentaram maior ARACPD, pelo
valor do comprimento do tecido necrosado, e a cultivar TMG 7062 IPRO foi classificada
com menor ARACPD. Os isolados de M. phaseolina apresentaram diferenga estatistica
entre si quanto a agressividade, destacando-se o isolado CMES 1169 com maior valor de

ARACPD.

A cultivar V-Max foi classificada entre as cultivares com menor ARACPD quando
inoculada com o isolado Mp CX, sendo semelhante a cultivar BMX Turbo RR, e diferiu
apenas da cultivar TMG 7062 IPRO que resultou em menor ARACPD. Esse resultado
coincide com os obtidos na avaliagao da reacdo de linhagens de soja do programa de
melhoramento genético da Embrapa Trigo, que utiliza rotineiramente o isolado Mp CX
com a técnica da haste cortada e a cultivar V-max como testemunha com menor ARACPD

(COSTAMILAN et al., 2017).
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Tabela 5 - Area relativa abaixo da curva de progresso da doenga (ARACPD) para infecgdo
de cultivares comerciais de soja inoculadas com os isolados CMES 1169 e Mp CX de
Macrophomina phaseolina pela técnica da haste cortada. Passo Fundo, 2016-2017

Isolado de Macrophomina phaseolina

Cultivar de soja CMES 1169 Mp CX
ARACPD
V-Top RR 54,42 n.s. 42,32 a
BRS 1001 IPRO 48,74 47,28 a
BMX Turbo RR 42,85 26,37 b
BMX Poténcia RR 38,97 45,69 a
V-Max RR 38,37 38,18 a
Pioneer 95Y52 32,43 35,22 a
SYN 13561 IPRO 31,30 41,81 a
DM 6563 RSF IPRO 30,36 44,03 a
M 6410 IPRO 28,44 56,25 a
NA 5909 RG 28,41 40,00 a
BMX Ativa RR 26,86 49,45 a
BRS 284 26,01 46,70 a
TMG 7062 IPRO 24,44 15,77 ¢
BRS 359 RR 24,28 3747 a
BMX Elite IPRO 22,27 38,77 a
BMX Apolo RR 19,92 38,06 a
SYN 1359S IPRO 19,26 44,88 a
DM 4612 16,09 42,01 a
V-Max 15,13 31,18 b
BRS 5601 RR 14,63 45,28 a
ARACPD geral 38,56 A 27,30 B
C. V. (%) 9,59 18,87

Nota: n.s.: diferengas nao significativas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
Meédias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, ¢ maitscula, na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Com o objetivo de avaliar essa mesma técnica de inoculagdo, Twizeyimana et al.
(2012) observaram diferen¢a na severidade da doenga entre nove gendtipos de soja, sendo
que os resultados corresponderam aos obtidos em condicdo de campo. Ishikawa et al.
(2018) também obtiveram resultados similares de severidade de podridao de carvao em
cultivares avaliadas em campo com a severidade dessas mesmas cultivares avaliadas em

casa de vegetagao pela técnica da haste cortada.
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b) Inoculacao de substrato: com relagdo as trés técnicas de inoculagao do substrato
testadas (camada de areia, camada de micélio e indculo agregado ao solo), todas induziram
sintomas nas plantas inoculadas. A intensidade da doenga, determinada pela incidéncia e a
severidade da podridao de carvao com o isolado CMES 1169, apresentou diferencas tanto
entre técnicas de inoculagdo quanto entre partes da planta afetada (Tabela 6). A técnica de
inoculacdo com camada de areia destacou-se das demais técnicas, pois apresentou plantas
com maiores incidéncia e severidade no isolamento de raiz secundaria, de raiz principal e
de colo. Essa técnica apenas ndo diferiu estatisticamente da técnica de inoculacdo do

inoculo agregado ao solo no isolamento do colo.

Tabela 6 - Intensidade média de podridao de carvao em 20 cultivares comerciais de soja,
inoculadas com o isolado CMES 1169 de Macrophomina phaseolina pelas técnicas de
inocula¢do de substrato. Passo Fundo, 2016-2017

Raiz secundaria Raiz principal Colo
Técnica de inoculacao I* S** I S I S
%
Camada de areia 79,87a 53,30a 83,17a 59,58 a 32,08a 14,10 a
Inoc“;g :flrsgado 5933b 33,87b  69,33b 4580b  26,67a 13,73a
Camada de micélio 29,67c¢ 16,47 ¢ 21,00c 10,93 ¢ 1,00 b 0,40b
C. V. (%) 27,44 33,36 25,04 2922 68,05 83,63
Incidéncia (calculada pela presenga ou auséncia de microesclerodios de Macrophomina phaseolina
em cada fragmento); **Severidade (calculada pela porcentagem de fragmentos infectados
por Macrophomina phaseolina).
Nota: Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nio diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Resultados similares foram obtidos na incidéncia e na severidade da doenga quando
as cultivares de soja foram inoculadas com o isolado Mp CX (Tabela 7). Nesse caso, a
técnica de inoculagdo da camada de areia também apresentou maiores incidéncia e
severidade quando foi realizado o isolamento de raiz secundéria, de raiz principal e de colo.
As técnicas de inoculacdo do indculo agregado ao solo e da camada de micélio ndo

diferiram estatisticamente quanto as partes isoladas da planta.
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Tabela 7 - Intensidade média de podridao de carvao em 20 cultivares comerciais de soja,
inoculadas com o isolado Mp CX de Macrophomina phaseolina pelas técnicas de
inoculagdo de substrato. Passo Fundo, 2016-2017

Raiz secundaria Raiz principal Colo
Técnica de inoculagao I* SH* I S I S
%
Camada de areia 80,67a 58,33 a 83,33a 60,80 a 36,00a 16,20a
Ino"“;g :flrsgado 5433b 2947b  42,00b 2580b  8,67b  287b
Camada de micélio 54,00b 31,60 b 35,00b 21,27b 5,67b 1,87 b
C. V. (%) 28,13 33,36 33,93 44,99 68,05 120,23
*Incidéncia (calculada pela presenga ou auséncia de microesclerodios de Macrophomina
phaseolina em cada fragmento); **Severidade (calculada pela porcentagem de fragmentos
infectados por Macrophomina phaseolina).
Nota: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Contaminando-se o substrato, a diferenca entre as técnicas de inoculagdo do fungo
em soja foi evidente, com relacdo a incidéncia e a severidade. A técnica da camada de areia
permite a simulagdo do processo natural de infeccdo e a uniformizacdo da quantidade de
inoculo no substrato de cultivo, que sdo alguns dos fatores mais importantes na sele¢do de
plantas para resisténcia a determinado patégeno (CLAUDINO, 2013). Esse mesmo
resultado foi observado em experimentos realizados em casa de vegetacao, por Surrete;

Meints; Trevathan (2006) e, em camara de crescimento, por Bristow e Wyllie (1984).

Como os isolados do fungo ndo apresentaram diferenga estatistica entre si (Tabela
8), foi selecionado o isolado Mp CX para a verificagdo de incidéncia e severidade no

conjunto de 20 cultivares de soja.

Tabela 8 - Intensidade média de podridao de carvao em 20 cultivares comerciais de soja,
inoculadas com os isolado CMES 1169 e Mp CX de Macrophomina phaseolina pela
técnica de camada de areia. Passo Fundo, 2016-2017

Isolado de Incidéncia Severidade
Macrophomina phaseolina %
Mp CX 80,67 n.s. 58,33 n.s.
CMES 1169 79,87 53,30
C. V. (%) 36,33 44,23

Nota: n.s.: diferengas ndo significativas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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As 20 cultivares de soja testadas ndo diferiram significativamente quanto a
intensidade da doenca quando as plantas foram inoculadas com o isolado Mp CX, pela
técnica da camada de areia (Tabela 9). As cultivares que apresentaram valores menores
de incidéncia e de severidade foram TMG 7062 IPRO, NA 5909 RG, SYN 1359S IPRO
e V-Max.

Tabela 9 - Intensidade média de podridao de carvao em 20 cultivares comerciais de soja,
inoculadas com o isolado Mp CX de Macrophomina phaseolina, pela técnica da camada
de areia. Passo Fundo, 2016-2017

. . Incidéncia Severidade
Cultivar de soja %

BMX Poténcia RR 93,33 n.s. 68,00 n.s.
BRS 359 RR 93,33 72,00
SYN 13561 IPRO 93,33 54,00
V-Max RR 93,33 70,00
BRS 284 90,00 72,00
DM 6563 RSF IPRO 90,00 58,00
BMX Elite IPRO 86,67 63,33
BMX Turbo RR 86,67 55,33
BMX Apolo RR 83,33 58,67
M 6410 IPRO 83,33 54,00
BRS 5601 RR 83,33 65,33
V-Top RR 83,33 68,00
Pioneer 95Y52 82,50 63,67
BRS 1001 IPRO 80,00 54,67
DM 4612 72,86 56,05
BMX Ativa RR 70,00 43,33
SYN 1359S IPRO 70,00 36,00
V-Max 70,00 41,33
NA 5909 RG 56,67 34,00
TMG 7062 IPRO 43,33 28,67
C. V. (%) 16,89 27,16

Nota: n.s.: diferencas ndo significativas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Procedimentos padrdes de inoculacao e de teste de resisténcia de genotipos de soja
ainda nao foram amplamente adotados na pesquisa da resisténcia de M. phaseolina, o que
limita a comparacao de resultados obtidos entre pesquisadores (TWIZEYIMANA et al.,

2012). Considerando a perspectiva do melhorista de plantas, a técnica de inoculacdo da
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haste cortada poderia servir como metodologia padrao pela rapidez de resposta e pela
facilidade de execucdo, além de possibilitar a diferenciacdo da reagdo de cultivares de
soja, como observado neste trabalho. Resultados semelhantes foram constatados por
Mengistu; Rupe e Wrather (2015) e Sexton; Hughes e Wise (2016), que distinguiram
gendtipos de soja com niveis de infeccdo intermedidria ao fungo. A compreensdo da
genética, do comportamento do hospedeiro e do patdogeno no processo de
desenvolvimento da doenga, e da interagao patdogeno-hospedeiro sdo importantes para
programa de melhoramento confidvel para resisténcia a doenca. A complexa
variabilidade genética do fungo ¢ um dos fatores que dificulta estudos sobre a resisténcia

genética a podridao de carvao (KHAN, 2007).

3.4.3 Reacdo de genotipos de soja a Macrophomina phaseolina

Todos os gendtipos de soja avaliados desenvolveram doenca durante o
experimento, indicando que ndo houve imunidade ou resisténcia completa a M.
phaseolina, sendo condizente com os resultados obtidos por Mengistu et al. (2013). A
severidade da doenga foi varidvel, quando inoculados com os isolados CMES 1169 e Mp

CX (Tabela 10).

Para o isolado CMES 1169, o genotipo com maior ARACPD foi o PI 567562A.
Mas, os genotipos PI506764, P1 567335B, P1 594302, Pharaoh, P1567303B, DT 97-4290,
PI1567343 e PI1 221717 apresentaram ARACPD semelhante ao PI 567562A. O gendtipo
P1567334 resultou em menor ARACPD.

Para o isolado Mp CX, o gendtipo PI 567562A também apresentou maior
ARACPD, mas foi semelhante aos gen6tipos Pharaoh, P1594302, P1 506764, P1567349A
e PI1567343. O genoétipo PI 567303B resultou em menor ARACPD.

O gendtipo DT 97-4290 apresentou menor ARACPD comparado ao genotipo
Pharaoh, ao serem inoculados com o isolado Mp CX, confirmando dados obtidos por
Paris et al. (2006), que o classificaram como moderadamente resistente, enquanto o

segundo ¢ classificado como suscetivel (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015;
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TWIZEYIMANA et al., 2012). Esses resultados foram condizentes com os obtidos por
Mengistu et al. (2007), em ensaios de campo e com avaliagdo de indice de unidade

formadora de colonia (IUFCs). No entanto, quando esses genotipos foram inoculados

com o isolado CMES 1169 resultaram na ARACPD semelhante.

Tabela 10 - Area relativa abaixo da curva de progresso da doenga (ARACPD) de
genotipos de soja moderadamente resistentes ou suscetivel a podridao de carvao,
inoculados com isolados CMES 1169 ¢ Mp CX de Macrophomina phaseolina pela
técnica da haste cortada. Passo Fundo, 2017

Isolado de Macrophomina phaseolina

Genotipo de soja CMES 1169 Mp CX
ARACPD
PI 567562A 30,60 a 30,19 a
PI 506764 25,34 a 16,75 a
PI1567335B 2291 a 9,14b
PI1594302 22,84 a 17,14 a
Pharaoh 22,75 a 19,78 a
PI1567303B 22,56 a 3,00 ¢
DT 97-4290 21,71 a 8,36 b
PI 567343 20,53 a 12,56 a
P1221717 20,10 a 7,94 b
Spencer 14,04 b 7,78 b
PI 567349A 13,65b 14,29 a
P1567334 8,82 ¢ 8,30b
ARACPD geral 19,57 A 11,16 B
C. V. (%) 11,81 19,99

Nota: Médias seguidas de mesma letra mintiscula, na coluna, ¢ maitscula, na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

O gendtipo Spencer também apresentou menor valor da ARACPD que o
gendtipo Pharaoh, quando inoculados por ambos os isolados testados, resultado também
relatado por Twizeyimana et al. (2012). O genotipo Spencer apresentou menor valor da
ARACPD que o genétipo DT 97-4290, quando inoculado com o isolado CMES 1169.
Resultado semelhante foi obtido por Pawlowski; Hill e Hartman (2015), em que
genotipos de soja apresentaram menor comprimento do tecido necrosado na haste que
o genotipo DT97-4290, por meio da técnica da haste cortada. Entretanto, discordando

dos resultados obtidos por Twizeyimana et al. (2012). Mas quando inoculados pelo
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isolado Mp CX, os genotipos Spencer ¢ DT 97-4290, resultaram na ARACPD

semelhante.

Considerando o gendtipo de soja DT97-4290 como padrdo moderadamente
resistente a M. phaseolina, os gendtipos Spencer e PI 567334, apresentaram-se
consistentemente entre os genotipos de menor ARACPD, inclusive menor ARACPD
que o genotipo Pharaoh, quando inoculados com os isolados CMES 1169 e Mp CX.
Assim esses genotipos poderiam ser uteis em programas de melhoramento para o
desenvolvimento de cultivares resistentes a podridao de carvao (PAWLOWSKI; HILL;
HARTMAN, 2015). Da mesma forma, o isolado brasileiro Mp CX apresentou
resultados similares com trabalhos anteriores, frente aos genétipos de soja testados.

Logo, esse isolado também poderia ser incluido em programas de melhoramento.

A identificacdo de genotipos mais resistentes pode ser o inicio da identificacdo e
do mapeamento de locos de caracteres quantitativos de resisténcia (QTLs), associados
ao genoma da soja, para a introgressdo via marcadores para resisténcia a podridao de
carvao (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015). Ainda ndo foi relatado nenhum
QTL controlando a resisténcia moderada ao fungo em soja, mas ha relatos em feijoeiro-
comum, no feijio-caupi e no sorgo (HERNANDEZ-DELGADO et al., 2009;
MUCHERO; EHLERS; ROBERTS, 2011; REDDY et al., 2008).

35 Conclusodes

Ha diferenca de agressividade entre isolados de M. phaseolina, sendo os isolados
CMES 1169 e Mp CX os mais agressivos, possibilitando a incorporagdo destes em

estudos da resisténcia de genotipos de soja ao fungo.

As cultivares de soja apresentam reagdo distinta de severidade a podridao de
carvao pela técnica de inoculagdo da camada de areia e da haste cortada, sendo esta ultima
técnica de inoculacdo eficiente para selecao de fontes Uteis para o desenvolvimento de
gendtipos de soja com maiores niveis de resisténcia a podridao de carvao, pela rapidez de

resposta e pela facilidade de execugao.
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As cultivares de soja TMG 7062 e V-Max apresentaram-se consistentemente entre
as cultivares de menor Area Relativa Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(ARACPD) pela técnica da haste cortada, e podem ser incluidas em programas de

melhoramento para resisténcia a podridao de carvao de soja.

Os gendtipos de soja DT97-4290, Spencer e PI 567334 apresentaram-se
consistentemente entre os gendtipos de menor ARACPD pela técnica da haste cortada, e
podem ser incluidos em programas de melhoramento para resisténcia a podridao de

carvao de soja.
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4 CAPITULO 1l

Variabilidade genética de isolados brasileiros de Macrophomina phaseolina pelo

marcador molecular de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP)

4.1 Resumo

Macrophomina phaseolina ¢ um fungo polifago, que infecta mais de 500 espécies de plantas. Em
soja, ¢ o agente causal da podriddao do carvao, uma das doenca radiciais mais importantes e
prevalecentes na cultura. Informagdes quanto a variabilidade genética do patdgeno ainda sao
escassas. Essas informagdes sdo essenciais aos programas de melhoramento genético para o
desenvolvimento de cultivares de soja comerciais resistentes a doenga. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de isolados brasileiros de M. phaseolina com
base no marcador molecular de polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP). Vinte ¢ trés isolados brasileiros do fungo, obtidos de distintos hospedeiros (soja, feijao
e trigo), origens geograficas e anos de coleta, foram analisados pelo marcador molecular AFLP,
com dez combinagdes de iniciadores. A analise do agrupamento dos individuos foi realizada pelo
método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA) e a distancia genética foi realizada pelo
coeficiente de Jaccard. No agrupamento dos isolados considerando o hospedeiro, foram formados
trés grupos: no grupo I, foram incluidos treze isolados de soja e um isolado de feijao; no grupo II,
foram incluidos trés isolados de feijdo, dois isolado de soja e um isolado de trigo; no grupo III,
restaram trés isolados de feijdo. O agrupamento dos isolados considerando origem geografica
também formou trés grupos: o grupo I, por isolados pertencentes a Minas Gerais, Mato Grosso,
Parana, Distrito Federal, Bahia e Rio Grande do Sul; o grupo II, por isolados de Goias, Mato
Grosso e Roraima; o grupo 111, por isolados de Goias. Considerando-se o ano de coleta, também
houve agrupamentos em trés conjuntos: o grupo I, foi formado por isolados coletados em 1992,
1998, 2000, 2004, 2007, 2012, 2013, 2014 e 2015; no grupo 11, foram incluidos isolados de 2014,
2005 e 2015; e, no grupo 111, isolados coletados em 2014. Os resultados indicaram que a analise
da variabilidade genética com base na técnica AFLP evidenciou alta variabilidade entre os
isolados de M. phaseolina, com relagdo ao hospedeiro, a origem geografica ¢ ao ano de coleta.
Essas informagdes podem fornecer informacgdes necessarias para projetar métodos de controle
mais eficazes e, assim, contribuir no desenvolvimento e na liberagdo de cultivares de soja
resistentes a podriddo de carvao.

Palavras-chave: 1. Glycine max. 2. Podridao de carvao. 3. Resisténcia genética.



4.2  Introducgéo

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. (GOIDANISH, 1947), ¢ um fungo
anamorfico (KAUR et al.,, 2012), que pertence ao filo Ascomycota e¢ a familia
Botryosphaeriaceae (LUNA et al., 2017). Esse fungo ¢é polifago e infecta mais de 500
espécies de plantas, incluindo cereais, leguminosas e vegetais (DHINGRA; SINCLAIR,
1978). Apesar da ampla gama de hospedeiros, ¢ identificado como unica espécie do

género Macrophomina (RADWAN, 2014).

O patdgeno apresenta ampla distribui¢do geografica e foi identificado na maioria
dos continentes, principalmente em regides tropicais e subtropicais (SEXTON;
HUGHES; WISE, 2016). Tem sido relatado o aumentou da sua incidéncia em diversas
espécies de culturas em todo o mundo, destacando a importancia da doenca causada pelo

fungo para a produc¢do agricola em regides propensas a seca (ISLAM et al., 2012).

Macrophomina phaseolina, ¢ o agente causal da podridao de carvdo em soja
(Glycine max (L.) Merr.), um dos fungos prevalecentes em infecgdo radicial na cultura
(ALMEIDA et al., 2003). Na lavoura, a severidade da doenga ¢ expressiva em condigdes
de elevada temperatura e de estresse hidrico. Os sintomas caracteristicos sao
apodrecimento radicial, murcha foliar, matura¢do antecipada e formagdo incompleta de

graos (MENGISTU; RUPE; WRATHER, 2015).

A estratégia mais pratica e economica no manejo de doenca de plantas ¢ o uso de
cultivares resistentes. No entanto, cultivares comerciais com resisténcia completa para M.
phaseolina nio sdo relatadas em soja ou em outros hospedeiros (COSER et al, 2017,
MENGISTU et al., 2013; PARIS et al., 2006; PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015).
Alguns genoétipos sdo caracterizados com resisténcia moderada, sendo utilizados como

padrao de comparagao (PAWLOWSKI; HILL; HARTMAN, 2015).

Um dos entraves das pesquisas para resisténcia a essa doencga tem sido atribuido a
variabilidade genética do patégeno, uma vez que a complexidade genética do mesmo

ainda ¢ pouco conhecida (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016). Técnicas moleculares
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indicaram a variabilidade genética entre isolados de M. phaseolina (ALMEIDA et al.,
2003). Marcadores moleculares, como RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso), AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado) e RFLP
(polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrigdo) foram utilizados para
caracterizar populagoes de M. phaseolina de distintos hospedeiros e regides geograficas

(SALEH et al., 2010).

A técnica RAPD foi util na avaliagdo de 55 isolados brasileiros de M. phaseolina,
obtidos de raizes de soja em diferentes Estados do Brasil, sendo divididos em trés grupos.
A variabilidade encontrada foi baixa entre isolados do mesmo grupo, no entanto, a
divergéncia entre os grupos foi alta (ALMEIDA et al., 2003). Os autores consideraram
que a variabilidade genética foi originada, possivelmente, pelo parassexualismo, com a
fusdo de células de diferentes hifas. RAPD foi usada por Su et al. (2001), que verificaram
que isolados de M. phaseolina originados a partir de um dado hospedeiro foram
geneticamente semelhantes entre si, mas distintos quando obtidos a partir de outros
hospedeiros. Esse resultado também foi verificado por Purkayastha et al. (2006), ao
analisarem a variabilidade genética de 59 isolados indianos do fungo, oriundos de

diferentes hospedeiros.

De acordo com Jana et al. (2003), a avaliagdo da variabilidade genética de 43
isolados de M. phaseolina de distintos hospedeiros, dentre eles, soja, gergelim,
amendoim, grao de bico, algodao e feijao, e de distintas regides geograficas, por meio da
técnica RAPD, foi possivel, com a amplificacao do primer OPA-13, distinguir os isolados

do fungo.

A técnica AFLP foi utilizada para determinar a variabilidade genética de 96
isolados de M. phaseolina, coletados de distintos hospedeiros em oito paises, incluindo o
Brasil. A analise detectou altos niveis de polimorfismo e de variabilidade do patogeno
entre hospedeiros e entre regides geograficas (REYES-FRANCO et al., 2006). Da mesma
forma, isolados do patdégeno do México foram associados a origem geografica e a espécie

hospedeira (MAYEK-PEREZ et al., 2001). Na mesma linha de pensamento, por meio da
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técnica AFLP, Vandemark et al. (2000) concluiu que era impossivel obter uma correlagao

no nivel de polimorfismo de DNA com a localiza¢do geografica ou hospedeiro.

Saleh et al. (2010) avaliaram 143 isolados de M. phaseolina obtidos de campo de
milho, soja, centeio e padraria de capim-alto, no estado do Kansas, pelas técnicas AFLP
e regido espagadora interna transcrita (ITS - Internal Transcribed Spacer) do DNA
ribossomal (rDNA). A semelhanga genética foi maior entre os isolados em campos de
soja e menor na pradaria de capim-alto. Nao houve relagdo genotipica para especializagao
de hospedeiro, o que ja era esperado, uma vez que esse patégeno ¢ considerado

generalista.

A variabilidade genética de M. phaseolina pode favorecer a sobrevivéncia e a
adaptagdo em ambientes varidveis, pela sua diversidade morfoldgica, fisioldgica,
patogénica e genética ja relatada (RAYATPANAH et al., 2012). Mesmo com abordagens
moleculares, ndo ha evidéncias suficientes para sugerir forma specialis ou subespécies
dentro de M. phaseolina (BAIRD et al., 2010). Contudo, o conhecimento sobre a
variabilidade genética do patdgeno favoreceria a selegdo de gendtipos resistentes para o
desenvolvimento e a liberagdo de novas cultivares de soja resistentes a doenga, e

contribuiria na compreensao da biologia desse organismo (ALMEIDA et al., 2003).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de
isolados brasileiros de M. phaseolina com base no marcador molecular de polimorfismo
de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), a fim de uso futuro em programas

de melhoramento genético de soja.

4.3 Material e Métodos

O experimento foi conduzido nos laboratoérios de Fitopatologia e de Biotecnologia
da Embrapa Trigo, em Passo Fundo, RS, e no laboratorio de Biotecnologia da

Universidade Estadual do Norte do Parana, em Bandeirantes, PR, em 2017.
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Vinte e trés isolados de M. phaseolina componentes da Colegdo de
Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa Soja (CMES), da Colegao
de M. phaseolina da Embrapa Trigo e da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijdo foram utilizados neste trabalho (Tabela 1). Foram obtidas
colonias monospdricas, adaptando-se a metodologia descrita por Ma; Hill e Hartman
(2010), discriminada no capitulo anterior (3.3.1 Selecdo de isolado agressivo de

Macrophomina phaseolina).

O DNA dos isolados de M. phaseolina foi obtido a partir do crescimento do fungo
em Erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de meio de cultura liquido com batata e
dextrose (BD) (ALMEIDA et al, 2003). Os Erlenmeyers foram tampados com algodao e
esterilizados a 121 °C por 30 minutos. Em camara asséptica, foi feito o repique do fungo
cultivado em placas de Petri por sete dias, transferindo discos de micélio para o
Erlenmeyer contendo o meio liquido. Apds dez dias em camara de incubagdo a 25 °C + 1
°C e fotoperiodo de 12 horas, foi realizada a filtragem da massa micelial, adaptando-se o
protocolo descrito por Bonato et al. (2014). A filtragem foi realizada com um funil, no
qual foi colocado um pano de algodao e, sobre esse, a massa micelial formada no meio
liquido. O pano foi dobrado e realizada pressdo mecanica para a remocao do liquido
contido na massa micelial. Com o auxilio de uma espatula esterilizada, foram coletadas
fragdes da massa micelial, em forma de tiras, sendo as mesmas transferidas para tubos de

polipropileno (2,0 mL) contendo esferas de maceragao.

A extracdo de DNA foi realizada pela adaptagao do protocolo descrito por Specht
et al. (1982), sendo utilizado o micélio triturado com nitrogénio liquido e 1.000 pL de
tampao de extracdo (Tris — HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 0,5 mM pH 8,0; SDS 2%) por
amostra. A quantificacdo de DNA das amostras foi estimada por espectrofotometria no

NanoDrop ND-1000.

As reagdes de AFLP foram realizadas de acordo com protocolo proposto por Vos
et al. (1995) e modificado por Reck et al. (2011). O DNA foi digerido pelas enzimas
EcoRI e Msel e, apds a digestdo, foi efetuada ligacdo de adaptadores aos fragmentos

resultantes, que foram, entdo, pré-amplificados utilizando-se os iniciadores E
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(5'GACTGCGTACCAATTCA-3") ¢ M (5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3"). Em
seguida, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seletiva, em que primers seletivos
aplicados sdo quase idénticos aos pré-seletivos E e M, exceto por combinagdes especificas
de dois ou trés nucleotideos na regido terminal 3'. Foram utilizadas dez combinagdes de
iniciadores: E-AA/M-GG, E-AGC/M-AGC, E-GA/M-AA, E-TA/M-CT, E-TA/M- GG,
E-TA/M-TA, E-TA/M-AG, E-TA/M-TG, E-TA/M-ACA ¢ E-TA/M-CA.

Os fragmentos amplificados foram analisados em gel de poliacrilamida a 7% (29:1
acrilamida : bis-acrilamida) e o marcador 10 pb (Invitrogen) foi utilizado como referéncia.
Os fragmentos foram avaliados visualmente, em compara¢do com a escala do marcador
de DNA de 10 pb, codificados manualmente e traduzidos em dados binarios indicando

presenca (1), auséncia (0) ou parcela perdida (9).

O software dBoot v.1.1 (COELHO, 2001) foi utilizado para avaliar o coeficiente
de variagao (C.V. %) do numero de marcadores amplificados para determinar o parametro
de confiabilidade dos testes estatisticos, sendo que o valor abaixo de 5 indica

confiabilidade nos resultados (FERREIRA et a., 2015).

O aplicativo computacional TFPGA 1.3 (MILLER, 1997) foi utilizado para
andlise, para a qual se emprega a correcdo de frequéncias alélicas para marcadores
dominantes (LYNCH; MILLIGAN, 1994). Foram calculadas a distdncia genética de Nei
(1978) e a identidade genética de Nei (1978), a heterozigose média de Nei (1978), a
proporgao de loci polimérficos (P) a critério de 95% e a variancia das frequéncias génicas

entre diferentes populagdes (teste analogo a estimativa de Fst).

Por meio do programa NTSYS-pc 2.10 (ROHLF, 2000), os individuos foram
agrupados pelo método da média aritmética ndo ponderada (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averages - UPGMA) e pelo coeficiente de Jaccard. A distancia
entre os individuos foi avaliada pelo coeficiente de Jaccard, gerando figura de dispersao
em 3D através do software FAMD (Fingerprint Analysis with Missing Data) (MILLER,
1997; SCHLUTER; HARRIS, 2006).
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O programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER; LAVALI; SCHENEIDER, 2005) foi
empregado na analise da varidncia molecular (AMOVA), para estimar a particdo da
variagao genética dentro e entre as populagdes a partir de diferentes hospedeiros, origem
geografica (estado do Brasil) e ano de coleta dos isolados. A partir da AMOVA, foi
calculada a diferenciagdo genética entre as populagdes (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992), utilizando-se o indice ®ST (andlogo de Fst) (WEIR; COCKERHAM,
1984), nas comparagdes par a par dos dados de AFLP. As estimativas de significancia

foram conduzidas com base em 10.000 permutagdes.

4.4 Resultados e Discussao

O técnica molecular AFLP indicou que isolados de M. phaseolina apresentaram
alta variabilidade genética e possibilitou acessar a variabilidade genética intraespecifica
dos isolados do fungo. Essa técnica ¢ uma combinagdo de técnicas de PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase), com variacdo nos fragmentos em fun¢ao dos diferentes sitios de
restri¢do, o que permite a detec¢do da variabilidade genética do patdégeno (VOS et al.,
1995; DINIZ, 2007). A determinagdo da variabilidade genética intraespecifica, por meio
da técnica AFLP, também foi obtida para o patdgeno Diaporthe aspalathi, agente causal
do cancro da haste na soja (BRUMER et al., 2018).

Foram obtidos 193 fragmentos, sendo 142 fragmentos polimodrficos e 51
monomorficos, a partir da amplificagdo de dez combinagdes de iniciadores EcoR1/Msel
de AFLP, com média de 14,2 e de 5,1 fragmentos polimorficos € monomorficos por
combinagdes de iniciadores, respectivamente. O valor da média de fragmentos
polimorficos de AFLP obtido nesse trabalho € préximo ao relatado por Vos et al. (1995),
que foi de 15. As bandas polimérficas corresponderam a 73,6% do total de fragmentos
amplificados. As combinag¢des de iniciadores produziram os seguintes numeros de
bandas: E-AA/M-GG (29), E-AGC/M-AGC (17), E-GA/M-AA (37), E-TA/M-CT (24),
E-TA/M-TA (19), E-TA/M-AG (8), E-TA/M-TG (11), E-TA/M-ACA (7), E-TA/M-CA
(17) e E-TA/M- GG (24) (Figura 4).
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Figura 4 - Padrao molecular de 23 amostras de DNA de isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, amplificados pelo primer E-TA/M- GG, em gel de
poliacrilamida a 7% e técnica AFLP. Bandeirantes, 2017

O numero total de loci analisados mostrou ser suficiente, com coeficiente de
variagdo da curva (C.V. %) de 3,3%. O valor de heterozigose média dos individuos foi de

15,0%, e a proporg¢ao de loci polimorficos foi de 73,6%.

Por meio da AMOVA foi avaliada a partigdo da variacdo genética entre
populacdes e dentro de populacdes de isolados do patdégeno oriundos de distintos
hospedeiros (Tabela 11). Essa particdo mostrou maior variacdo genética dentro da
populacdo, com 82,7% da variagao total e 17,3% da variagdo genética observadas entre
populagdes. Nessa mesma analise foi obtido o valor do fluxo génico (Fst) de 0,17308,
sendo significativo a 0,05% com probabilidades calculadas por 10.000 permutagdes ao

acaso. Esse valor Fst obtido indica alta estrutura¢ao populacional (MENDONCA, 2011).
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Tabela 11 - Analise da variancia molecular (AMOVA), para estimar a parti¢do da
variacao genética entre populacdes e dentro de populagdes de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, provenientes de distintos hospedeiros. Bandeirantes, 2017

Fonte de variacao GL SQ Compo.nerites % de variagao
de variagao
Entre populagdes 2 66,127 3,21026 17,31
Dentro de populagdes 20 306,743 15,33714 82,69
Total 22 372,870 18,54740

indice de fixagdo (Fst) 0,17308

Quando as populagdes do fungo foram agrupadas conforme os hospedeiros dos
quais foram isolados (soja, feijao e trigo), os valores de Fst, distdncia genética de Nei e
identidade genética de Nei foram obtidos por pares de populagdo (Tabela 12). Todos os
valores encontrados de Fst entre pares de populacdes foram significativos a 0,05% de
probabilidade. Os valores obtidos para a identidade genética de Nei entre pares de
populagdes foram proximos a 1, e mostraram alto grau de similaridade genética entre as
populagdes avaliadas (SOUZA et al., 2008). A distancia genética de Nei, que infere a
divergéncia genética entre populacdes (SOUZA et al., 2008), apresentou menor valor

entre os pares de populagdes soja x feijdo e maior valor entre os pares soja x trigo.

Tabela 12 - Diferenciacdo genética de populacdes (Fst), distdncia genética de Nei e
identidade genética de Nei por pares de populagdo de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, provenientes de distintos hospedeiros. Bandeirantes, 2017

s al sl Fst Distancia genética  Identidade genética

de Nei de Nei

Soja x feijao 0,18088 0,0434 0,9575
Soja x trigo 0,22995 0,1275 0,8803
Feijao x trigo -0,12538 0,0911 0,9129

O agrupamento dos individuos de M. phaseolina, provenientes de distintos
hospedeiros, foi realizado pelo método UPGMA (Figuras 5 e 6), que diferenciou trés
grupos principais no nivel de coeficiente de similaridade de 0,7. O agrupamento I, com
coeficiente de similaridade de 0,72, foi formado pelos isolados Mp 13 (feijao) e CMES
326, CMES 329, CMES 341, CMES 350, CMES 351, CMES 625, CMES 641, CMES
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1169, CMES 1431, Mp PF, Mp SA, Mp 2007 e Mp TP (soja). Esses isolados tém origem
em diferentes Estados brasileiros, como Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso e Bahia. No agrupamento II, também com coeficiente de similaridade de
0,72, foram incluidos os isolados Mp CX e CMES 352 (soja), Mp 18, Mp 49 e Mp 124
(feijao) e Mp 1020 (trigo), com origens nos Estados do Rio Grande do Sul, Parana, Goias
e Mato Grosso. O agrupamento III foi formado apenas por isolados de feijao (Mp 24, Mp
42 e Mp 47), originarios do estado de Goids, com coeficiente de similaridade de 0,65.
Assim, observou-se que o grupo I reuniu, basicamente, isolados de soja; o grupo Il incluiu

isolados de soja, feijao e trigo; e o grupo III incluiu apenas isolados de feijao.

Ap6s a colheita, M. phaseolina sobrevive saprofiticamente, permanecendo em
restos culturais e no solo até o proximo cultivo. Dessa forma, por ser também polifago,
infectard a proxima cultura cultivada na area, caso seja hospedeira (ALMEIDA et al.,

2014).

Como ja relatado em se¢do anterior, os isolados Mp CX e CMES 1169
apresentaram-se, consistentemente, entre os mais agressivos quando inoculados em
cultivares de soja. A partir da andlise do dendrograma e da distancia genética, observou-
se que estes isolados ficaram em grupos distintos (Figura 5 e 6). Macrophomina
phaseolina ndo apresenta especificidade de hospedeiro e ha variabilidade de
agressividade entre os isolados (MAYEK-PEREZ et al, 2001; SU et al., 2001; ALMEIDA
et al., 2008; TWIZEYIMANA et al., 2012), no entanto, os mecanismos especificos que
contribuem para a rela¢do entre hospedeiro ¢ M. phaseolina nao foram determinados (SU

etal., 2001).
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Figura 6 - Distancia genética entre 23 isolados brasileiros de Macrophomina phaseolina,
provenientes de distintos hospedeiros, construida com coeficiente de Jaccard.
Bandeirantes, 2017
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Su et al. (2001) e Almeida et al. (2003) obtiveram resultados diferentes quanto ao
agrupamento de isolados de M. phaseolina utilizando a técnica RAPD (polimorfismo do
DNA amplificado ao acaso). Segundo esses autores, os isolados foram agrupados de
acordo com o hospedeiro, sendo que Su et al. (2001) avaliaram isolados obtidos de soja,
sorgo e algodao, e Almeida et al. (2003), de soja, milho e girassol. A baixa variabilidade
dos isolados do presente trabalho, provenientes do mesmo hospedeiro e incluidos no
mesmo grupo, pode ser devida ao numero pequeno de isolados avaliados ou pela
caracteristica predominante de reprodug¢do assexuada do patogeno, na qual o
parassexualismo (fusdo de hifas e troca de material genético entre elas) pode ser

responsavel pela variabilidade genética (ALMEIDA et al., 2014).



Por meio da AMOVA também foi avaliada a particao da variagdo genética entre
populacdes e dentro de populagdes de isolados do patdgeno a partir da origem geografica,
ou seja, do estado do Brasil em que foram coletados os isolados (Tabela 13). Essa particao
mostrou maior variagdo genética dentro da populacao, com 82,57% da variagao total e
17,43% da variacdo genética observadas entre populagdes. Nessa mesma andlise foi
obtido o valor do fluxo génico (Fst) de 0,17427, sendo significativo a 0,05% com

probabilidades calculadas por 10.000 permuta¢des ao acaso.

Tabela 13 - Analise da variancia molecular (AMOVA), para estimar a particdo da
variagdo genética entre populacdes e dentro de populagdes de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, provenientes de distintos estados do Brasil. Bandeirantes,
2017

Fonte de variacao GL SQ Compopen}es % de variagao
de variagao
Entre populagdes 7 157,303 3,0330 17,43
Dentro de populagdes 15 215,567 14,37111 82,57
Total 22 372,870 17,40418

indice de fixagdo (Fst) 0,17427

Quando as populacdes do fungo foram agrupadas conforme os estados brasileiros
dos quais foram coletados (MG, MT, PR, DF, BA, RR, RS e GO), os valores de Fst,
distancia genética de Nei e identidade genética de Nei foram obtidos por pares de
populacdo (Tabela 14). Todos os valores encontrados de Fst entre pares de populagdes
foram significativos a 0,05% de probabilidade. Os valores obtidos para a identidade
genética de Nei entre pares de populagdes apresentaram alto grau de similaridade
genética, pelos valores serem proximos a 1 (SOUZA et al., 2008). A distancia genética
de Nei apresentou menor valor entre os pares de populacdo PR x RS e maior valor entre

os pares MG x BA ¢ BA x RR.
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Tabela 14 - Diferenciacdo genética de populagdes (Fst), distdncia genética de Nei e
identidade genética de Nei por pares de populagdo de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, provenientes de distintos estados do Brasil. Bandeirantes,
2017

Eries dle popilic Fet Distancia genética  Identidade genética

de Nei de Nei

MG x MT -0,29032 0,1054 0,9000
MG x PR -0,10619 0,0711 0,9314
MG x DF 1,00000 0,0642 0,9378
MG x BA 1,00000 0,1210 0,8860
MG x RR 1,00000 0,2064 0,8135
MG x RS 0,04505 0,0589 0,9428
MG x GO 0,19190 0,1489 0,8617
MT x PR 0,13462 0,0573 0,9444
MT x DF -0,18812 0,1194 0,8875
MT x BA -0,18812 0,1136 0,8926
MT x RR -0,29032 0,0936 0,9106
MT x RS 0,21214 0,0654 0,9367
MT x GO 0,09325 0,0486 0,9526
PR x DF -0,06838 0,0639 0,9381

PR x BA -0,03306 0,0764 0,9264

PR x RR 0,26036 0,1209 0,8861

PR x RS 0,15074 0,0288 0,9716

PR x GO 0,27951 0,0777 0,9253
DF x BA 1,00000 0,1328 0,8756
DF x RR 1,00000 0,1938 0,8238

DF x RS 0,12397 0,0704 0,9320

DF x GO 0,21725 0,1536 0,8576
BA x RR 1,00000 0,2064 0,8135
BA x RS 0,13821 0,0713 0,9311

BA x GO 0,12838 0,1364 0,8725
RR x RS 0,40113 0,1306 0,8775

RR x GO -0,00302 0,1113 0,8947
RS x GO 0,34107 0,0960 0,9084

No agrupamento dos individuos de M. phaseolina, considerando a origem
geografica, foram obtidos trés grupos (Figura 7). O agrupamento I, foi formado pelos
isolados ¢ CMES 326 (MG), CMES 329 (MT), CMES 341, CMES 625, CMES 641,
CMES 1020 e CMES 1169 (PR), CMES 350 (DF), CMES 351 (BA), Mp CX, Mp PF,
Mp SA, Mp 2007 e Mp TP (RS). No agrupamento II, foram incluidos os isolados Mp 13,
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Mp 47 e Mp 49 (GO), Mp 124 e CMES 352 (MT) e CMES 1431 (RR). O agrupamento

IIT foi formado pelos isolados Mp 18, Mp 24 e Mp 42, originarios do estado de Goiés.

Figura 7 - Distancia genética entre 23 isolados brasileiros de Macrophomina phaseolina,
provenientes de distintos estados do Brasil, construida com coeficiente de Jaccard.

Bandeirantes, 2017
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A alta similaridade observada entre isolados de diferentes regides geograficas

evidencia que os isolados utilizados neste trabalho evoluiram da mesma populagdo

ancestral. Uma das hipdteses ¢ a migracdo de alguns isolados por meio de sementes,
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maquinario agricola e solo infestado com microesclerddios, uma vez que estas sao formas

de disseminacdo do patogeno (ALMEIDA et al., 2003; BAIRD et al., 2010).

A particdo da variagdo genética entre populagdes e dentro de populacdes de
isolados de M. phaseolina também foi analisada pelo ano de coleta dos isolados, gerando
a AMOVA (Tabela 15). Essa particdio mostrou maior variagdo genética dentro da
populacdo, com 90,61%, e menor variacdo genética entre populacdes, com 9,39%. O
valor do fluxo génico (Fst) foi de 0,09389, sendo significativo a 0,05% com

probabilidades calculadas por 10.000 permutacdes ao acaso.

Tabela 15 - Andlise da variancia molecular (AMOVA), para estimar a particdo da
variagdo genética entre populacdes e dentro de populagdes de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina considerando o ano de coleta. Bandeirantes, 2017

Fonte de variacao GL SQ Compoperites % de variagao
de variacao
Entre populagdes 9 170,370 1,61413 9,39
Dentro de populagdes 13 202,500 15,57692 90,61
Total 22 372,870 17,19106

Indice de fixagdo (Fst)  0,09389

No agrupamento das popula¢des do fungo, considerando o ano de coleta (1992,
1998, 2000, 2004, 2005, 2007, 2012, 2013, 2014, 2015), os valores de Fst, distancia
genética de Nei e identidade genética de Nei foram obtidos por pares de populacio
(Tabela 16). Os valores encontrados de Fst entre pares de populacdes foram significativos
a 0,05% de probabilidade. Os resultados da identidade genética de Nei entre pares de
populagdes apresentaram alto grau de similaridade genética, pelos valores serem
proximos a 1. A distancia genética de Nei apresentou menor valor entre os pares de

populacao 2004 x 2007 e maior valor entre os pares 1998 x 2005.
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Tabela 16 - Diferenciacdo genética de populacdes (Fst), distdncia genética de Nei e
identidade genética de Nei por pares de populagdo de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, considerando o ano de coleta. Bandeirantes, 2017

(Continuagao)
~ Distancia genética  Identidade genética
Pares de populacao Fst de Nei de Nei
1992 x 1998 1,00000 0,0979 0,9067
1992 x 2000 1,00000 0,0262 0,9741
1992 x 2004 -0,41176 0,0576 0,9440
1992 x 2005 1,00000 0,2323 0,7927
1992 x 2007 -0,25000 0,0731 0,9295
1992 x 2012 1,00000 0,1938 0,8238
1992 x 2013 1,00000 0,1813 0,8342
1992 x 2014 0,07915 0,1249 0,8826
1992 x 2015 -0,06796 0,0809 0,9223
1998 x 2000 1,00000 0,0697 0,9326
1998 x 2004 0,11111 0,1159 0,8905
1998 x 2005 1,00000 0,2587 0,7720
1998 x 2007 0,11765 0,1332 0,8753
1998 x 2012 1,00000 0,2323 0,7927
1998 x 2013 1,00000 0,1813 0,8342
1998 x 2014 0,22565 0,1832 0,8326
1998 x 2015 0,14729 0,1301 0,8780
2000 x 2004 -0,33333 0,0691 0,9332
2000 x 2005 1,00000 0,2388 0,7876
2000 x 2007 -0,16883 0,0865 0,9171
2000 x 2012 1,00000 0,2001 0,8187
2000 x 2013 1,00000 0,1628 0,8497
2000 x 2014 0,09745 0,1403 0,8691
2000 x 2015 -0,08911 0,0872 0,9165
2004 x 2005 0,35135 0,1586 0,8534
2004 x 2007 -0,13514 0,0188 0,9814
2004 x 2012 0,27273 0,1590 0,8530
2004 x 2013 0,17241 0,1405 0,8690
2004 x 2014 0,15382 0,0779 0,9251
2004 x 2015 -0,00176 0,0371 0,9636
2005 x 2007 0,28571 0,1668 0,8464
2005 x 2012 1,00000 0,2454 0,7824
2005 x 2013 1,00000 0,2454 0,7824
2005 x 2014 0,12637 0,1353 0,8734
2005 x 2015 0,24138 0,1239 0,8835
2007 x 2012 0,02174 0,1287 0,8793
2007 x 2013 0,00000 0,1257 0,8819
2007 x 2014 0,17754 0,0681 0,9342
2007 x 2015 -0,010501 0,0189 0,9813
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Tabela 16 - Diferenciagdo genética de populagdes (Fst), distancia genética de Nei e
identidade genética de Nei por pares de populacdo de 23 isolados brasileiros de
Macrophomina phaseolina, considerando o ano de coleta. Bandeirantes, 2017

(Conclusao)
~ Distancia genética  Identidade genética
Pares de populagdo Fst de Nei de Nei
2012 x 2013 1,00000 0,1938 0,8238
2012 x 2014 0,25118 0,1960 0,8220
2012 x 2015 0,18519 0,1333 0,8752
2013 x 2014 0,13743 0,1662 0,8469
2013 x 2015 -0,06796 0,1018 0,9032
2014 x 2015 0,09705 0,0388 0,9619

O agrupamento dos individuos de M. phaseolina, considerando o ano de coleta,
resultou na formacao de trés grupos, sendo similar ao agrupamento dos individuos obtido
por diferentes origens geograficas (Figura 8). O agrupamento I, foi formado pelos
isolados CMES 326 (1992), CMES 329 (1998), CMES 341 (2000), CMES 350 e CMES
351 (2004), CMES 625, CMES 641 e Mp 2007 (2007), Mp CX (2012), CMES 1169
(2013), Mp TP (2014), Mp PF e Mp SA (2015). No agrupamento II, foram incluidos os
isolados Mp 13, Mp 47, Mp 49 e Mp 124 (2014) e CMES 352 (2005) e CMES 1431
(2015). O agrupamento III foi formado pelos isolados Mp 18, Mp 24 e Mp 42, todos
coletados em 2014.
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Figura 8 - Distancia genética entre 23 isolados brasileiros de Macrophomina phaseolina,
considerando o ano de coleta, construida com coeficiente de Jaccard. Bandeirantes, 2017
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A andlise da variabilidade genética com base na técnica AFLP evidenciou alta

variabilidade entre os isolados de M. phaseolina. Essa variabilidade nao foi estruturada

segundo hospedeiro, estado de origem geografica ou ano de coleta. Diante disso, torna-

se importante realizar estudos do patogeno, independente da espécie hospedeira ou da

origem geografica, para detalhadar a identidade do mesmo por meio de métodos

moleculares (CLAUDINO; SOARES, 2014). Uma das estratégias seria pelo
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sequenciamento do genoma de isolados adicionais de M. phaseolina de soja e de outros
hospedeiros para comparar com a sequéncia do genoma do isolado do fungo proveniente
de juta ja sequenciado. Andlise gendmica comparativa de diferentes sequéncias fornecera
informacdes valiosas sobre a variabilidade genética presente entre diferentes isolados
deste fungo, e elucidard mecanismos comuns ou distintos utilizados por diferentes
isolados para infeccdo do hospedeiro. Além disso, o genoma inteiro sequenciamento
permitira a descoberta de genes associado a patogenicidade fingica e a producao de
toxinas (ISLAM et al., 2012). Essas informagdes podem fornecer informagdes necessarias
para projetar métodos de controle mais eficazes e assim contribuir no desenvolvimento e

na liberagao de cultivares de soja resistentes a podridao de carvao (KAUR et al., 2012).

45 Conclusodes

A andlise da variabilidade genética com base na técnica AFLP evidenciou alta
variabilidade entre isolados de M. phaseolina, com relagdo ao hospedeiro, a origem

geografica e ao ano de coleta.

Os agrupamentos dos individuos de M. phaseolina, provenientes de distintos
hospedeiros, possibilitou a formagao de trés grupos: no grupo I, foram incluidos treze
isolados de soja e um isolado de feijao; no grupo II, foram incluidos trés isolados de
feijao, dois isolado de soja e um isolado de trigo; no grupo III, restaram trés isolados de

feijao.

Os agrupamentos dos isolados de M. phaseolina, considerando origem geografica,
possibilitou a formacao de trés grupos: no grupo I, foram incluidos isolados pertencentes
a Minas Gerais, Mato Grosso, Parana, Distrito Federal, Bahia e Rio Grande do Sul; o

grupo 11, isolados de Goias, Mato Grosso e Roraima; o grupo I1I, isolados de Goiés.

Os agrupamentos dos isolados de M. phaseolina, considerando o ano de coleta,
possibilitou a formagao de trés grupos: o grupo I, foi formado por isolados coletados em
1992, 1998, 2000, 2004, 2007, 2012, 2013, 2014 e 2015; no grupo II, foram incluidos
isolados de 2014, 2005 e 2015; e, no grupo 111, isolados coletados em 2014.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Na avaliacdo da agressividade de isolados de M. phaseolina, o isolado Mp CX,
oriundo da soja, destacou-se por ser um dos mais agressivos e, entre os isolados de feijao,
Mp 124 e Mp 49, foram os mais agressivos. A partir desses resultados, ao analisar o
dendrograma e a distancia genética construida pelo coeficiente de Jaccard, esses isolados
ficaram incluidos no mesmo grupo. Assim, os grupos formados pelos isolados do
patdgeno também estdo relacionados com a agressividade dos mesmos. Contudo, novos
estudos referentes a agressividade de M. phaseolina, independente da espécie hospedeira
ou da regido geografica, devem ser realizados para elucidar informagdes quanto a
identidade do patéogeno por meio de métodos moleculares, e assim contribuir no

desenvolvimento e na liberacao de cultivares de soja resistentes a podridao de carvao.

E imprescindivel que novos estudos sejam realizados a fim de identificar genes de
resisténcia a podridao de carvao em soja para que possam ser combinados em genotipos
de soja ja relatados como moderadamente resistentes a doenga, a fim de desenvolver

cultivares comerciais de soja com melhores niveis de resisténcia.

Outra possibilidade de desenvolver cultivares de soja com melhores niveis de
resisténcia a M. phaseolina, ¢ a identifica¢@o de genes tolerantes ao estresse hidrico, uma

vez que ¢ um dos fatores predisponentes a infec¢do do fungo em soja.
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6 CONCLUSAO GERAL

Ha diferenca de agressividade entre isolados de M. phaseolina, sendo os isolados
CMES 1169 e Mp CX os mais agressivos, possibilitando a incorporagdo destes em

estudos da resisténcia de genotipos de soja ao fungo.

As cultivares de soja apresentam reagdo distinta de severidade a podridao de
carvao pela técnica de inoculagdo da camada de areia e da haste cortada, sendo esta ultima
técnica de inoculacdo eficiente para selecao de fontes tteis para o desenvolvimento de
gendtipos de soja com maiores niveis de resisténcia a podridao de carvao, pela rapidez de

resposta e pela facilidade de execugao.

As cultivares de soja TMG 7062 ¢ V-Max e os genotipos de soja DT97-4290,
Spencer e PI 567334 apresentaram-se consistentemente entre as cultivares de menor Area
Relativa Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (ARACPD) pela técnica da haste
cortada, e podem ser incluidas em programas de melhoramento para resisténcia a

podridao de carvao de soja.

A andlise da variabilidade genética com base na técnica AFLP evidenciou alta
variabilidade entre isolados de M. phaseolina, com relagdo ao hospedeiro, a origem

geografica e ao ano de coleta.
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