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RESUMO

O complexo Fusarium solani (FSSC) compreende mais de 40 espécies
bioldgicas e filogenéticas, incluindo patégenos de varias plantas cultivadas,
como a soja. Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar isolados
de Fusarium solani obtidos de plantas de soja com sintomas de podriddo
vermelha da raiz e solo sob cultivo, coletados em diversas regides produtoras de
soja no pais, por meio de morfologia em condigdes padronizadas, andlise
filogenética e teste de patogenicidade. Ainda foi verificado se espécies do FSSC,
descritas recentemente como agentes etioldgicos da PVR, ocorrem no Brasil. A
analise filogenética foi realizada com sequéncias parciais do gene Fator de
elongacdo lo e segunda maior subunidade da RNA polimerase, incluindo
sequéncias de isolados de referéncia de diversas espécies pertencentes ao FSSC.
Os testes de patogenicidade foram conduzidos em casa de vegetagdo, utilizando
dois métodos, ferimento de raiz e infestacao do substrato com sementes de sorgo
inoculadas com o patdégeno. Foram avaliados 65 isolados, diferenciados em
quatro morfotipos, de acordo com a taxa de crescimento das colonias e a
diferenciagdo do conidiéforo e célula conidiogénica. Na analise filogenética
bayesiana, todos os isolados provenientes da soja no Brasil formaram um clado
unico, com 100% de probabilidade posterior, distinto das demais espécies
filogenéticas pertencentes ao clado 3 do FSSC. Os isolados estudados induziram
sintomas de podriddo radicular da mesma forma que os isolados de referéncia de
Fusarium tucumaniae, Fusarium brasiliense e Fusarium cuneirostrum. Na
ampla coleta realizada, ndo foram encontradas espécies do clado 2, mas uma
populagdo distinta pertencente ao clado 3 do complexo Fusarium solani
patogénica a cultura da soja no Brasil. Os resultados evidenciam que isolados do
FSSC associados a soja, pertencentes tanto ao clado 2 como ao clado 3, podem
causar podridao radicular em soja. A populacdo estudada representa uma espécie
filogenética distinta no complexo Fusarium solani.

Palavras-chave: Glycine max. Complexo de espécies de Fusarium solani.
Podriddo vermelha da raiz. Filogenia molecular. Patogenicidade.



ABSTRACT

The Fusarium solani species complex (FSSC) contains more than 40
phylogenetic and biological species, including pathogens of crops such as
soybean. The main objective of this work was to characterize isolates of
Fusarium solani obtained from soybean plants showing symptoms soybean
sudden death syndrome (SDS) and soil under soybean fields collected in
different geographical regions of Brazil, using morphology, phylogenectic
analyses and pathogenicity tests. The presence of other species of the FSSC
recently described as etiological agents of SDS was also assessed. The
phylogenetic analysis was done using fragments of the genes encoding the
elongation factor la and the second largest subunit of RNA polymerase, and
included sequences from other species of the FSSC as references. Pathogenicity
tests were conducted in a greenhouse using two methods of inoculation, wound-
inoculation of roots and substrate infestation with sorghum seeds colonized with
the pathogen. Sixty-five isolates investigated were divided in four morphotypes
based on differences of colony growth rate, and morphology of conidiophores
and conidiogenous cells. In the Bayesian phylogenetic analysis, all isolates from
soybean collected in Brazil grouped together in a well supported clade, with
100% posterior probability, apart from other species in the clade 3 of the FSSC.
The isolates also induced symptoms of SDS similar to those of other SDS
pathogens, Fusarium tucumaniae, Fusarium brasiliense and Fusarium
cuneirostrum. In this large sampling of SDS pathogens in Brazil, a distinct
phylogenectic species belonging to the clade 3 of the FSSC was identified, but
no member of the clade 2 in the FSSC was found, indicating that both clades in
the FSSC contain species pathogenic to soybean.

Keywords: Glycine max. Fusarium solani species complex. Red root rot.
Molecular phylogeny. Pathogenicity.
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CAPITULO 1

Populac¢des de Fusarium solani patogénicas a soja

1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de soja (Glycine max (L.)
Merr.) do mundo, ocupando lugar de destaque no cenario do agronegdcio
mundial. A podriddo vermelha da raiz (PVR), também conhecida como
sindrome da morte subita (SDS), ¢ uma das mais importantes doencas que
ocorrem em associagdo a soja e pode causar perdas consideraveis, atingindo até
70% da produgdo (FREITAS et al., 2004).

A PVR foi relatada, pela primeira vez, em 1972, nos Estados Unidos, no
estado de Arkansas e Fusarium solani (Mart.) Sacc. (RUPE, 1989; RUPE;
WEIDEMANN, 1986) ou Fusarium solani f.sp. glycines K.W. Roy (ROY et al.,
1997) foi considerado o agente etiologico. No Brasil, essa doenga foi observada,
pela primeira vez, na safra 1981/82, em Sdo Gotardo, MG. Atualmente, esta
presente nas principais regides produtoras (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2001; EMBRAPA, 1998, 1998;
NAKAIJIMA et al., 1996).

O uso de cultivares resistentes ¢ a melhor expectativa de controle da
PVR, uma vez que ndo ha opcdo de controle quimico para esses patdégenos e
métodos como rotacdo de culturas nao tém sido eficazes (YORINORI, 2000).
Porém, um dos pré-requisitos principais para a condu¢do de um programa de
melhoramento bem sucedido ¢ o conhecimento da variabilidade genética e
patogénica existente na populacao do patdgeno (EMBRAPA, 2002).

Estudos realizados durante os ultimos 10 anos com patégenos da soja,

inclusive com alguns isolados do Brasil, apontam como causadores da PVR as
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espécies F. virguliforme, F. tucumaniae, F. brasiliense e F. cuneirostrum. Com
exce¢do de F. virguliforme, essas espécies ocorrem supostamente no Brasil
(AOKI et al., 2003, 2005), entretanto, foram utilizados apenas de 14 isolados
nestes estudos.

No Brasil, estudos sobre identidade e diversidade genética da populacio
de Fusarium solani associada a soja, causando doenga, sdo limitados, apesar de
essa cultura gerar dividendos para o pais por meio das exportagdes. Em 2005,
Arruda et al. utilizaram 26 isolados obtidos de soja, oriundos apenas do Brasil, e
a presenca de Fusarium tucumaniae no Brasil foi novamente sugerida com base
em estudos morfolégicos, filogenéticos, RFLP e patogenicidade, além de ter
sido evidenciada a presenga de Fusarium solani forma B (FSB) (ARRUDA et
al., 2005). Porém, a nomenclatura mais utilizada até os dias de hoje, para nomear
o patdgeno, ¢ de Fusarium solani f.sp. glycines, a qual pode obscurecer a
verdadeira variabilidade genética do patogeno. A possibilidade de encontrar
espécies e populagdes novas de patdogenos num pais com extensdes do Brasil
existe e deve ser explorada (LIMA et al., 2009 a, b).

Este trabalho se propds a esclarecer a situagdo do patossistema soja-
Fusarium solani no Brasil, pois, além de garantir alta produtividade e qualidade
do produto, o pais podera dispor do conhecimento gerado para prevenir barreiras
ndo tarifarias, como as provenientes da vigilancia fitossanitaria, podera subsidiar
futuros projetos relacionados com melhoramento, manejo da doenga e protegdo
fitossanitaria no ambito internacional, visando tornar a produgdo brasileira cada
vez mais competitiva. Neste sentido, o objetivo geral do presente estudo foi
caracterizar isolados associados a podriddo vermelha da raiz da soja no Brasil
por meio de morfologia, andlise filogenética e patogenicidade. Os objetivos
especificos foram: i. obter uma ampla colegdo de isolados das varias regides
produtoras de soja; ii. analisar e comparar marcadores morfoldgicos de isolados

de Fusarium solani obtidos da soja; iii. realizar analise de filogenia molecular
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das espécies, com base em sequéncias parciais dos genes fator de elongagio 1-a
e segunda maior subunidade da RNA polimerase; iv. verificar a patogenicidade
dos isolados e v. confirmar a presenca das espécies descritas por Aoki et al.

(2005) que causam PVR no Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia da podriddo vermelha da raiz da soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) é planta originaria da China e foi
introduzida no Brasil, em 1908, por imigrantes japoneses nos estados da regido
sul, mas, apenas a partir da década de 1970, observou-se o crescimento da sua
producdo no pais. Em 1980, o cultivo da soja expandiu-se para o estado de
Goias, o oeste de Minas Gerais, a Bahia, o sul do Mato Grosso ¢ do Mato
Grosso do Sul, avangando, posteriormente, para as areas do Mato Grosso e oeste
do Maranhio (BARBOSA; ASSUMPCAO, 2001).

A soja foi uma das culturas que apresentaram crescimento mais
expressivo no cultivo ¢ no segmento agroindustrial, na segunda metade do
século XX, no Brasil, o que explica sua importancia econdmica para o pais
(AGRIANUAL, 2010). Dados atuais mostram que os maiores produtores de soja
do mundo sdo Estados Unidos, Brasil e Argentina, responsaveis por 90% da
comercializagdo mundial da oleaginosa. O Brasil, o segundo maior exportador,
produziu 60 milhdes de toneladas em 2009/10, ficando atras apenas dos Estados
Unidos.

A produtividade média da soja brasileira ¢ de 2.800 kg/ha, chegando a
alcangar cerca de 3000 kg/ha no estado de Mato Grosso, o maior produtor
brasileiro de soja. Porém, devido a ocorréncia de pragas e doengas nos campos,
ocorrem grandes perdas na produg¢ao, acarretando prejuizos econdmicos.

Na ultima década, a podriddo vermelha das raizes da soja (PVR),
conhecida também como sindrome da morte subita (SDS), tornou-se uma das
mais importantes doengas da soja, devido aos prejuizos provocados e a sua

dificuldade de controle (YORINORI, 2000).
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A doenga pode causar diminui¢do de tamanho e de ntimero de gréos, ¢ a
intensidade de danos depende do estddio no qual a planta é infectada e do
numero de plantas afetadas, com redugdo de 72% a 98% no peso médio de
graos, além de reducdo de 55% a 96% no numero de graos por planta afetada em
cultivares de soja com sintomas da PVR (GASPARI et al., 2003), além de os
danos serem maiores em dreas também infestadas por Heterodera glycines

(EMBRAPA, 2002; XING; WESTPHAL, 2006).

2.2 Diversidade de populagdes de Fusarium solani em soja

A podridao vermelha da raiz da soja (PVR) ou sindrome da morte subita
da soja (Sudden death syndrome of soybean - SDS) foi relatada, pela primeira
vez, nos Estados Unidos, em 1973 e no Brasil, na década de 1980, e passou a
chamar a atencdo em diversas lavouras do sul do Parana, do Mato Grosso
(Chapadao do Sul) e de Goias (Chapaddao do Céu) (NAKAJIMA et al., 1996;
YORINORI, 2000). Fusarium solani foi considerado agente etiologico, com
base nas caracteristicas morfologicas, que sdo crescimento lento em meio de
batata (BDA), producdo de uma massa azulada com grande quantidade de
macroconidios (30-65 x 6-8 pm) com 3 a 5 septos e pouca ou nenhuma presenca
de microconidios (RUPE, 1989; RUPE; WEIDEMANN, 1986).

O'Donnell e Gray (1995) relataram, com base na sequéncias de rDNA,
que Fusarium solani f.sp. phaseoli (Burkholder) W.C. Snyder & H.N. Hansen
era o agente etioldgico de PVR, porém, nesse estudo nao foi realizado teste de
patogenicidade. Posteriormente, Achenbach et al. (1996) distinguiram o
patdogeno da PVR de Fusarium solani f.sp. phaseoli, com base nos testes de
patogenicidade ¢ analise de RAPD. Novos testes de patogenicidade foram
conduzidos por Roy (1997) e estabeleceu-se, entdo, que os isolados de F. solani

f.sp. phaseoli ndo induziam sintomas foliares em soja, embora tenham causado
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podridao radicular. Foi possivel distinguir o patogeno da PVR de F. solani f.sp.
phaseoli com base na patogenicidade a soja. Entdo, os isolados de F. solani
capazes de induzir sintomas PVR em soja foram reconhecidos como F. solani
f.sp. glycines (ROY et al, 1997). No mesmo ano, Roy e colaboradores
realizaram outro trabalho, no qual foi possivel separar F. solani f.sp. glycines de
outros isolados de Fusarium solani obtidos com alta frequéncia de plantas de
soja. Estes isolados foram denominados F. solani forma B (FSB).

Segundo os autores, o que distingue F. solani f.sp. glycines de FSB ¢
que o primeiro induz sintomas nas raizes e¢ folhas e tem crescimento lento em
BDA, enquanto o outro induz apenas sintoma de podriddo radicular e
crescimento lento. Apos o estabelecimento da formae speciales, Fusarium solani
f.sp. glycines (ROY et al., 1997), em estudos com isolados patogénicos a soja
nos Estados Unidos e Argentina, utilizando morfologia comparativa e filogenia
molecular, evidenciaram-se duas espécies filogeneticamente distintas associadas
a podriddo vermelha da raiz da soja, que foram denominadas Fusarium
tucumaniae, presente na Argentina ¢ Fusarium virguliforme, nos Estados
Unidos, além de F. solani f.sp. phaseoli patogeno de Phaseolus vulgaris L. nos
Estados Unidos, patogénicos também a soja (AOKI et al., 2003).
Posteriormente, em estudos morfolégicos, filogenéticos e patogénicos realizados
com isolados associados & PVR na América do Sul foi revelada a existéncia de
mais duas novas espécies, Fusarium brasiliense ¢ Fusarium cuneirostrum. Com
excegdo de F. virguliforme, as outras espécies ocorrem no Brasil (AOKI et al.,
2005).

Em 2005, a presenga de Fusarium tucumaniae no Brasil foi novamente
sugerida com base em estudos morfologicos, filogenéticos, RFLP e
patogenicidade, além de ter sido evidenciada a presenca de Fusarium solani
forma B (FSB) (ARRUDA et al., 2005).
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Apesar da importancia desse patossistema, pouco se sabe sobre a
estrutura populacional do FSSC associado a soja no Brasil. A maioria dos
estudos publicados esta relacionada com a avaliagdo da resisténcia de variedades
de soja a Fusarium solani f.sp. glycines (YORINORI, 2000; EMBRAPA, 2002;
GASPARI et al., 2003; KLINGELFUSS et al., 2007).

2.3 Sintomatologia

O sintoma na raiz inicia-se com uma mancha avermelhada, mais visivel
na raiz principal e, geralmente, localizada de um a dois centimetros abaixo do
nivel do solo. Com a evolug@o da infec¢do, pode-se observar uma expansdo da
lesdo, que passa a circundar a raiz, assumindo coloracdo castanho-avermelhada
escura. A necrose situa-se no tecido cortical, enquanto o lenho da raiz adquire
uma coloragdo castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso da haste a
varios centimetros acima do nivel do solo (RUPE, 1989; WRATHER et al.,
1995). Também ocorre o apodrecimento das raizes secundarias em solo imido e
necrose da base da planta (EMBRAPA, 2006).

O sintoma foliar apresenta manchas cloroticas e necroticas internervais.
Os sintomas foliares iniciam-se de duas a trés semanas antes da floragdo,
estendendo-se até o periodo de enchimento de griaos, quando normalmente ¢
observada a morte da planta (RUPE; GBUR, 1995). A regido das nervuras
permanece com coloragdo verde normal e pode progredir, causando completa
desfolha das plantas. Em plantas severamente afetadas, a desfolha ocorre
prematuramente, causando abortamento de vagens (RUPE, 1989; WRATHER et
al., 1995).
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2.4 Epidemiologia

Os conidios sdo disseminados pela dgua no solo e sdo convertidos em
estrutura de resisténcia, denominados clamidésporos, em poucos dias. Estes
ficam no solo ou em restos culturais, constituindo o indculo primario da doenga
(ROY et al., 1997). A distribuicdo do numero de unidades formadoras de
coldnias por grama de solo (ufc/g) € fator correlacionado com a severidade da
PVR, sendo a densidade populacional mais elevada proximo ao periodo de
colheita (SCHERM; YANG, 1996).

O modo de penetragdo do fungo nas raizes ainda ndo foi bem
esclarecido. Provavelmente, ¢ de forma direta, isto €, a penetracdo ocorreria
durante a germinacdo de clamidosporos ou de macroconidios que entram em
contato com o sistema radicular das plantas (XING; WESTPHAL, 2006).

A doenga é mais severa em condi¢des de alta umidade do solo e
temperaturas amenas. Temperaturas em torno de 15°C favorecem o
desenvolvimento dos sintomas nas raizes, enquanto temperaturas entre 22°C a
24°C favorecem, além de sintomas na raiz, o desenvolvimento de sintomas na

parte aérea (SCHERM; YANG, 1996).

2.5 Controle da doenca

Informagdes, até o momento, indicam que praticas culturais e controle
quimico disponiveis ndo t€m sido eficientes no controle desta doenca. Selecdo
de cultivares resistentes e o uso de material propagativo de 6tima qualidade sdo
considerados os métodos mais eficazes de controle da PVR (EMBRAPA, 2006).
No entanto, nos trabalhos ja realizados, foi somente possivel conseguir
resisténcia moderada a doenca (YORINORI, 2000; EMBRAPA, 2002; FARIAS
NETO et al., 2000), fato que evidencia a dificuldade na selecdo de variedades
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resistentes, devido a falta de informagdo sobre a variabilidade genética das

populagdes existentes em territorio brasileiro.

2.6 Conceitos de espécie no complexo Fusarium solani

O complexo de espécies de Fusarium solani - FSSC (teleomorfo
Haematonectria, Hypocreales, Ascomycota) compreende diversas espécies de
patdgenos associados a varias plantas cultivadas, além de patdégenos de humanos
e animais. Existem ainda espécies produtoras de toxinas, endofitas e saprofitas
(ZHANG et al., 2006). A diversidade das populacdes ¢ evidenciada pela
quantidade de formae speciales, patogenicidade especifica a determinada planta
(O’DONNELL., 2000).

O conceito de espécie baseado em caracteres morfologicos e
patogenicidade de hospedeiro, formae speciales, pode nio refletir a real
diversidade de espécies e populacdes do FSSC, em que os marcadores
morfoldgicos sdo escassos, tanto para o anamorfo como para o teleomorfo
(O’DONNELL; GRAY, 1995). O agrupamento em formae speciales pode omitir
a variabilidade genética das populagdes, as verdadeiras relagdes filogenéticas,
distribuigdo geografica, espécies bioldgicas e variedade de hospedeiro desses
patdgenos (BAAYEN et al., 2000; O’DONNELL, 2000).

O conceito bioldgico permitiu uma defini¢do mais acurada no sistema de
classificagdo de espécies que causam doengas em plantas cultivadas
(NIRENBERG; O’DONNELL, 1998; LESLIE; SUMMERELL, 2006). Dentro
do complexo Fusarium solani ja foram descritas sete espécies biologicas, ou
mating populations (MPs). F. solani f. sp. cucurbitae raga 1, MP-I e raga 2, MP-
V causam podriddo de frutos em Cucurbita spp.; F. solani f. sp. batatas, MP-II
patégeno de batata; F. solani f. sp. mori, MP-III patégeno de Moris Alba; F.
solani f. sp. xanthoxyli, MP-IV patogeno de Xanthoxylum piperitum; F. solani f.
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sp. pisi, MP-VT causador da fusariose em ervilha; F. solani f. sp. robiniae, MP-
VII patogeno de Robinea SP. (MATUO,; SNYDER, 1973). Recentemente, a
ocorréncia do teleomorfo de Fusarium tucumaniae, um dos agentes etiologicos
da PVR, foi relatada, acrescentando outra mating population ao FSSC
(COVERT et al., 2007).

Estudos baseados em sequéncias de um numero elevado de locos
revelaram que o FSSC ¢ composto por, pelo menos, 40 espécies
filogeneticamente distintas, que antes eram desconhecidas por causa da
semelhanga morfologica (O’DONNELL et al., 2008, 2010; O’ DONNELL, 2000;
O'DONNELL; GRAY, 1995). Espécies deste complexo foram distribuidas em
trés clados. No clado 1 estdo F. illudens, encontrado em associagdo com a planta
Beilschmiedia tawa ¢ F. plagianthi, associado a planta Hoheria glabrata. O
clado 2 é composto por isolados associados a podridao vermelha de raiz na soja
e a podridao radicular seca de feijoeiro. No clado 3 agrupam-se patogenos de
outras plantas e espécies de importancia clinica dentro do FSSC (O’DONNELL
2000; O’DONNELL et al., 2008). As sete espécies bioldgicas descritas por
Matuo e Snyder (1973), ou mating populations (MPs), foram confirmadas como
espécies filogenéticas distintas (O’DONNELL, 2000).
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CAPITULO 2

Fusarium solani associado & soja no Brasil: morfologia, filogenia molecular
e patogenicidade

RESUMO

O complexo Fusarium solani (FSSC) compreende mais de 40 espécies
bioldgicas e filogenéticas, incluindo patégenos de varias plantas cultivadas,
como a soja. Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar isolados
de Fusarium solani obtidos de plantas de soja com sintomas de podriddo
vermelha da raiz e solo sob cultivo, coletados em diversas regides produtoras de
soja no pais, por meio de morfologia em condigdes padronizadas, andlise
filogenética e teste de patogenicidade. Ainda foi verificado se espécies do FSSC,
descritas recentemente como agentes etioldgicos da PVR, ocorrem no Brasil. A
analise filogenética foi realizada com sequéncias parciais do gene Fator de
elongacdo lo e segunda maior subunidade da RNA polimerase, incluindo
sequéncias de isolados de referéncia de diversas espécies pertencentes ao FSSC.
Os testes de patogenicidade foram conduzidos em casa de vegetagdo, utilizando
dois métodos, ferimento de raiz e infestacao do substrato com sementes de sorgo
inoculadas com o patdégeno. Foram avaliados 65 isolados, diferenciados em
quatro morfotipos, de acordo com a taxa de crescimento das colonias e a
diferenciagdo do conidiéforo e célula conidiogénica. Na analise filogenética
bayesiana, todos os isolados provenientes da soja no Brasil formaram um clado
unico, com 100% de probabilidade posterior, distinto das demais espécies
filogenéticas pertencentes ao clado 3 do FSSC. Os isolados estudados induziram
sintomas de podridao radicular da mesma forma que os isolados de referéncia de
Fusarium tucumaniae, Fusarium brasiliense e Fusarium cuneirostrum. Na
ampla coleta realizada, ndo foram encontradas espécies do clado 2, mas uma
populagdo distinta pertencente ao clado 3 do complexo Fusarium solani
patogénica a cultura da soja no Brasil. Os resultados evidenciam que isolados do
FSSC associados a soja, pertencentes tanto ao clado 2 como ao clado 3, podem
causar podridao radicular em soja. A populacdo estudada representa uma espécie
filogenética distinta no complexo Fusarium solani.

Palavras-chave: Glycine max. Complexo de espécies de Fusarium solani.
Podriddo vermelha da raiz. Filogenia molecular. Patogenicidade.
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ABSTRACT

The Fusarium solani species complex (FSSC) contains more than 40
phylogenetic and biological species, including pathogens of crops such as
soybean. The main objective of this work was to characterize isolates of
Fusarium solani obtained from soybean plants showing symptoms soybean
sudden death syndrome (SDS) and soil under soybean fields collected in
different geographical regions of Brazil, using morphology, phylogenectic
analyses and pathogenicity tests. The presence of other species of the FSSC
recently described as etiological agents of SDS was also assessed. The
phylogenetic analysis was done using fragments of the genes encoding the
elongation factor la and the second largest subunit of RNA polymerase, and
included sequences from other species of the FSSC as references. Pathogenicity
tests were conducted in a greenhouse using two methods of inoculation, wound-
inoculation of roots and substrate infestation with sorghum seeds colonized with
the pathogen. Sixty-five isolates investigated were divided in four morphotypes
based on differences of colony growth rate, and morphology of conidiophores
and conidiogenous cells. In the Bayesian phylogenetic analysis, all isolates from
soybean collected in Brazil grouped together in a well supported clade, with
100% posterior probability, apart from other species in the clade 3 of the FSSC.
The isolates also induced symptoms of SDS similar to those of other SDS
pathogens, Fusarium tucumaniae, Fusarium brasiliense and Fusarium
cuneirostrum. In this large sampling of SDS pathogens in Brazil, a distinct
phylogenectic species belonging to the clade 3 of the FSSC was identified, but
no member of the clade 2 in the FSSC was found, indicating that both clades in
the FSSC contain species pathogenic to soybean.

Keywords: Glycine max. Fusarium solani species complex. Red root rot.
Molecular phylogeny. Pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

O complexo de espécies Fusarium solani - FSSC (teleomorfo
Haematonectria, Hypocreales, Ascomycota) compreende pelo menos 40
espécies filogeneticamente distintas, incluindo espécies ndo descritas
formalmente de patdgenos associados a vérias plantas cultivadas de importancia
agricola, além de patdégenos de humanos e animais. Existem ainda espécies
produtoras de toxinas, endofiticas e sapréfitas (O’DONNELL 2000;
O’DONNELL et al.,, 2008 e 2010; ZHANG et al.,, 2006). Em estudos
filogenéticos, com espécies deste complexo, baseados em sequéncias de 28S
rDNA, ITS, fator de elongacdo (EF-1a) e segunda maior subunidade da RNA
polimerase (RPB2), foi demostrado que essas estdo distribuidas em trés clados.
No clado 1 estdo F. illudens, encontrado em associagdo com a planta
Beilschmiedia tawa, ¢ F. plagianthi, associado a planta Hoheria glabrata. O
clado 2 é composto por isolados patogénicos ao feijoeiro e a soja e, no clado 3,
se agrupam patogenos de outras plantas e espécies de importancia clinica dentro
do FSSC (O’DONNELL, 2000; O’DONNELL et al., 2008). A diversidade de
populagdes de Fusarium solani patogénicos as plantas também ¢ evidenciada
pela quantidade de formae speciales descritas, principalmente nas regides
tropical e subtropical (O’DONNELL, 2000).

O Brasil ocupa lugar de destaque no cendrio do agronegocio mundial
como grande produtor e exportador de soja (Glycine max (L.) Merr.)
(AGRIANUAL, 2010). Porém, por causa de pragas e doencas nos campos,
ocorrem grandes perdas na produ¢do, acarretando prejuizos econdomicos. Na
ultima década, a podriddo vermelha das raizes da soja (PVR), conhecida também
como sindrome da morte subita (SDS), tornou-se uma das mais importantes
doengas da soja, devido aos prejuizos provocados e a sua dificuldade de controle

(YORINORI, 2000). A sintomatologia inclui clorose e necrose foliar
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internervais, podriddao de raiz e morte da planta (ROY, 1997). Esta doenga
ocorre nas principais areas produtoras de soja: Estados Unidos, Canada,
Argentina e Brasil (ROY, 1997; ROY et al., 1997, EMBRAPA, 1998 1998,
YORINORI, 2000). No Brasil, a PVR foi relatada, pela primeira vez, na safra
1981/82, em Sdao Gotardo, MG e, atualmente, € encontrada nas principais
regides produtoras (NAKAJIMA et al., 1996; FREITAS et al., 2004).

O agente etiologico da PVR foi identificado, inicialmente, como
Fusarium solani, com base nas caracteristicas morfoldgicas que sdo crescimento
lento em meio de batata (BDA), producdo de uma massa de conidios azulada,
presenca de macroconidios no micélio aéreo (RUPE, 1989; RUPE &
WEIDEMANN, 1986). O'Donnell e Gray (1995), com base na filogenia
utilizando o rDNA, identificaram o agente etioldgico da PVR como Fusarium
solani f.sp. phaseoli (Burkholder) W.C. Snyder & H.N. Hans., porém, nesse
estudo, nao foi realizado teste de patogenicidade. Posteriormente, Achenbach et
al. (1996) distinguiram o patogeno da PVR de Fusarium solani f.sp. phaseoli
com base em testes de patogenicidade e analise de RAPD. Novos testes de
patogenicidade foram conduzidos por Roy (1997) e estabeleceu-se, entdo, que os
isolados de F. solani f.sp. phaseoli ndo induziam sintomas foliares em soja,
embora tivessem causado alguma podriddo radicular. Entdo, foi proposto que
isolados de F. solani capazes de induzir sintomas em raizes e folhas de soja
deveriam ser reconhecidos como F. solani f.sp. glycines (ROY, 1997). No
mesmo ano, Roy et al. (1997) realizaram outro trabalho, em que foi possivel
separar F. solani f.sp. glycines de outros isolados de Fusarium solani obtidos
com alta frequéncia de plantas de soja. Estes isolados foram denominados F.
solani forma B (FSB). Segundo os autores, o que distingue F. solani f.sp.
glycines de FSB ¢ que o primeiro induz sintomas nas raizes e folhas e tem

crescimento lento em BDA, enquanto o outro induz apenas sintoma de podridao
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radicular e tem crescimento rapido. FSB ndo foi considerado como agente
etiologico da PVR, ainda que fosse patogénico ao sistema radicular.

Ap0s o estabelecimento de Fusarium solani f. sp. glycines (ROY, 1997;
ROY et al., 1997), em estudos com isolados obtidos de plantas de campos de
cultivo de soja dos Estados Unidos e da Argentina, por meio de caracterizagao
morfolégica e filogenia, evidenciou-se a existéncia de duas espécies
filogeneticamente distintas, identificadas como Fusarium tucumaniae, presente
na Argentina, e Fusarium virguliforme, nos Estados Unidos (AOKI et al., 2003).
Posteriormente, estes mesmos autores identificaram mais duas novas espécies,
Fusarium brasiliense e Fusarium cuneirostrum, de ocorréncia restrita & América
do Sul (AOKI et al., 2005). Supostamente, trés dessas novas espécies, Fusarium
tucumaniae, Fusarium brasiliense e Fusarium cuneirostrum, estariam presentes
no Brasil (AOKI et al., 2005). Em outro estudo, com 26 isolados obtidos de soja,
oriundos apenas do Brasil, a presenca de Fusarium tucumaniae no Brasil foi
novamente sugerida com base em estudos morfologicos, filogenéticos, RFLP e
patogenicidade, além de ter sido evidenciada a presenca de Fusarium solani
forma B (FSB) (ARRUDA et al., 2005). Estes trabalhos foram realizados com
um numero restrito de isolados do Brasil em relacdo a grande extensao territorial
do pais, o que, provavelmente, ndo representou a real variabilidade da
populagdo, além de o agente etiolégico da PVR no pais ainda ser conhecido

como Fusarium solani f. sp. glycines.
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Este trabalho foi realizado com os objetivos de: i. obter ampla colegdo
de isolados das varias regides produtoras de soja; ii. analisar e comparar
marcadores morfologicos de isolados de Fusarium solani obtidos da soja; iii.
realizar analise de filogenia molecular das espécies, com base em sequéncias
parciais dos genes fator de elongacdo 1-a e segunda maior subunidade da RNA
polimerase; iv. verificar a patogenicidade dos isolados e v. confirmar a presenga

das espécies descritas por Aoki et al. (2005) que causam PVR no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados

Foram utilizados neste estudo isolados de Fusarium solani obtidos de
plantas de soja (Glycine max) com sintomas de PVR ¢ solo de campo de
producdo de soja de diferentes regides do Brasil (MT, MS, GO, MG, PR ¢ RS),
além de isolados de referéncia das espécies F. brasiliense, F. tucumaniae e F.
cuneirostrum, cedidos pelo Servigo de Coleg@o de Cultura de Pesquisa Agricola
do Estados Unidos, Agriculture Research Service Culture Collection — NRRL,
(Tabela 1). O isolamento foi realizado pelo método de desinfestagdo superficial
a partir de raizes sintomaticas (AOKI et al., 2003) e, para o isolamento a partir
do solo, utilizou-se o método de dilui¢do: 10 g de solo em 100 mL de agua
estéril. Culturas puras dos isolados foram preservadas em microtubos e agua
destilada esterilizada, ambos armazenados a 10°C, no escuro e criopreservadas,
suspensdo de esporos em 15% glicerol a -80°C, na Cole¢do Micologica de
Lavras (CML), Laboratério de Sistematica e Ecologia de Fungos, Departamento

de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Caracterizacdo morfologica

A caracterizagdo morfolégica dos isolados foi realizada seguindo as
especificacdes descritas em Aoki et al (2003). Os isolados foram crescidos em
placas plasticas de Petri de 6-cm de didmetro, nos meios batata dextrose agar
(BDA) e em synthetic low nutrient agar (SNA) com folha de cravo e foram
incubados em BOD, a 25°C, no escuro e a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas,
respectivamente. A morfologia, pigmentacdo, odor e taxa de crescimento das

colonias foram avaliadas em BDA apds quatro dias da inoculagdo. As
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caracteristicas micromorfologicas foram avaliadas em SNA com folha de cravo,
entre 10 e 14 dias apds a inoculacdo. Procedeu-se a mensuragdo dos conidios
produzidos no micélio aéreo e esporodoquio, bem como a observagdo do
formato e septacdo dos mesmos. Também foram observadas as caracteristicas

dos conidioforos e a producao de clamiddsporos.

2.3 Andlise filogenética

Foram selecionados 35 isolados, representantes dos morfotipos definidos
durante a analise morfologica, para o sequencimento do fragmento do gene fator
de elongacdo 1-« (TEF) (O’ DONNELL et al., 1998). A analise filogenética foi
realizada e, com base nos agrupamentos gerados, foram selecionados 12 isolados
para se fazer o sequenciamento do fragmento do gene da segunda maior
subunidade da RNA polimerase ( RPB2) (O’DONNELL et al., 2008). Para estes
12 isolados selecionados, foi realizada uma anélise filogenética combinada, com

base nas sequéncias das duas regides gendmicas, TEF e RPB2.

2.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o tampao CTAB. O
fungos foram cultivados em meio liquido & base de extrato de malte 2% por trés
dias, em temperatura ambiente e sob agitacdo de 100 rpm. O micélio foi filtrado,
macerado em nitrogénio liquido, transferido para microtubos contendo tampao
CTAB 2% e mantido em banho-maria, a 65°C, por 20 minutos. Foram
adicionados 600 pL de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) a mistura, que foi
centrifugada. A fase aquosa foi recuperada ¢ a ela foram adicionados 400 puL de
isopropanol gelado. A mistura ficou no freezer, a -20°C, por 20 minutos e foi

centrifugada. O sobrenadante foi descartado e ao residuo (pellet) foram
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adicionados 500 pL de etanol 70%. A suspensdo foi centrifugada e o etanol
sobrenadante descartado. O pellet foi seco em estufa a 60°C ¢ o DNA,
ressuspendido em solugdo tampao TE 1x (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

2.3.2 Sequenciamento e analise das sequéncias de nucleotideos

Para a amplificagdo do fragmento do gene fator de elongagdo 1-«, foram
utilizados os primers: Ef-1 (forward; 5>~ ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3") e
Ef-2 (reverse; 5’-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3") (O’DONNELL et al.,
1998). Na amplificagdo do fragmento da segunda maior subunidade da RNA
polimerase (RPB2), utilizaram-se os primers 5F2 (forward; 5’-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3) e 7cR (reverse; 5’-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") (O’DONNELL et al., 2008).

As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador My Cycler ™
(BIO-RAD). As condigdes de ciclo para TEF-1a foram: 94°C, por 1 minuto; 34
ciclos: 94°C, por 30 segundos; 62°C, por 45 segundos; 72°C, por 1 minuto e
72°C, por 5 minutos (O’DONNELL et al., 1998). Para Rpb2, o programa de
ciclos foi: 94°C, por 90 segundos; 40 ciclos: 94°C, por 30 segundos; 55°C, por
90 segundos e 1 ciclo 68°C, por 2 minutos; 68°C por 5 minutos (O’DONNELL
et al., 2008). Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com GelRed (Biotium®) e posterior visualizagio realizada
em um transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando-se o kit GenElute PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich) para,
posteriormente, serem sequenciados.

Os fragmentos génicos foram sequenciados, nas diregdes senso e
antisenso, em um sequenciador automatico MEGA BACE® no Laboratorio de
Genomica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os eletroferogramas

gerados foram analisados visualmente com o auxilio do programa SeqAssem
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(HEPPERLE, 2004) e as sequéncias editadas foram comparadas com a base de
dados GenBank, do National Center for Biotechnological Information — NCBI,
por meio do programa BLAST (http:/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST/). Sequéncias de referéncia correspondentes a segunda maior
subunidade da RNA polimerase e ao fator de elongacdo-la, das espécies do
FSSC, previamente depositadas no GenBank, também foram acrescentadas as
analises (Tabela 3). Alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas foram
gerados utilizando-se o programa CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994),
implementado pelo programa MEGA 4 (KUMAR et al., 2004). Os alinhamentos
foram corrigidos manualmente.

A analise filogenética bayesiana foi realizada com o programa MrBayes
3.1 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), utilizando-se o modelo de
substitui¢do nucleotidica GTR+G (General time reversible with Gamma
distribution) para a analise de segunda maior subunidade da RNA polimerase € a
analise combinada das sequéncias de fator de elongagdo la e segunda maior
subunidade da RNA polimerase, ¢ o modelo GTR+I (General time reversible
with a proportion of invariable sites) para fator de elongacdo la. Para cada
regido analisada e para a arvore combinada foram realizadas duas analises, cada
qual contendo quatro cadeias de Markov "aquecidas" por incrementos durante
100.000 de geragdes e amostradas a cada 100 geragdes. Vinte e cinco por cento
das 10.000 arvores geradas foram descartadas (25% of burning) e a arvore de
consenso calculada foi visualizada com o auxilio do programa Mega 4

(KUMAR et al., 2004).

2.4 Verificagio da patogenicidade dos isolados

Foram utilizadas duas metodologias para a verificagdo da

patogenicidade dos isolados, a metodologia de ferimento de raiz e a de
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inoculagdo com graos de sorgo infectados. Os experimentos foram conduzidos
utilizando-se a cultivar suscetivel BRS 133. Primeiramente, foi realizada a
inoculagdo de todos os isolados utilizando-se a metodologia de ferimento de raiz
e, posteriormente, para a metodologia utilizando grios de sorgo, foram
selecionados 15 isolados, dentre os quais havia representantes dos quatro
morfotipos definidos durante o estudo morfologico dos isolados, Fusarium
tucumaniae (NRRL31773), Fusarium brasiliense (NRRL22743) e Fusarium
cuneirostrum (NRRL31949). Os tratamentos (isolados) foram arranjados em
delineamento inteiramente casualizado com cinco repetigoes. Para avaliagdo, foi
realizada analise descritiva da presenca ou da auséncia de sintomas. Os sintomas
das plantas inoculadas com os isolados obtidos neste estudo foram comparados
com os dos isolados de referéncia cedidos pela NRRL. O postulado de Koch foi
completado por meio do reisolamento dos isolados inoculados em raizes das

plantas de soja.

2.4.1 Método de inoculagdo com ferimento de raizes

Plantas de soja com 15 dias de idade, plantadas em areia, tiveram suas
raizes lavadas, cortadas e imersas, por 5 minutos, em suspensdo de 1 x 10°
conidios mL ™" . Apés a imersio, fez-se o plantio individual das plantas em copos
plésticos contendo solo, areia e Plantmax® (1:1:1). Inocularam-se cinco plantas
por isolado. As plantas foram colocadas em cdmara de crescimento com
temperatura de 20°C. Foram feitas avaliagdes com cinco semanas apos
inoculacdo, verificando-se a presenga ou a auséncia de sintomas. As plantas
foram retiradas do solo, suas raizes lavadas com &4gua e procedeu-se a

observacdo dos sintomas (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987).
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2.4.2 Método de inoculacgdo utilizando gréos de sorgo infectados

O indculo foi cultivado em placas de Petri de 9 cm contendo meio BDA
por sete dias, sob temperatura de 25°C, no escuro. Um disco de micélio, com
aproximadamente 6 mm, foi retirado de coldnias desenvolvidas e transferido
para tubos de ensaio contendo 3 g de grdos de sorgo previamente autoclavados
por dois dias (60 minutos, a 121°C). Os tubos foram incubados a temperatura de
25°C, no escuro, por 15 dias. Para a inocula¢do, adotou-se o seguinte
procedimento: foram preparados copos platicos de 500 mL com substrato
composto de solo, areia e Plantmax® (1:1:1). As covas de semeadura foram
feitas com 4 cm de profundidade e ali foram colocados graos de sorgo
colonizados, sendo, em seguida, cobertos com uma camada de 2 cm de
substrato. A seguir, foi semeada a soja e outra camada do substrato com
aproximadamente 2 cm cobriu as duas sementes. Os copos foram mantidos em
casa de vegetacdo, a temperatura de 25+3°C por cinco semanas. As testemunhas
foram preparadas com sementes de sorgo nao inoculadas (HARTMAN et al.,

1997).
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3 RESULTADOS

Foi composta uma cole¢do de 67 isolados de Fusarium solani, obtidos
de plantas de soja e de solo de campo de produgdo de soja, provenientes dos
estados RS, PR, MT, MS, GO e MG. Destes isolados, apenas dois ndo induziram
sintomas de podriddo radicular no teste de patogenicidade utilizando o método
de ferimento de raiz e foram excluidos das demais avaliagdes (APENDICE A).
Na populagdo amostrada, ndo foram encontradas as espécies descritas por Aoki
et al. (2005) que supostamente estariam presentes em lavouras de soja no Brasil,

causando PVR.

3.1 Caracteristicas morfoldgicas

Os 65 isolados avaliados apresentaram caracteristicas morfologicas
tipicas de Fusarium solani, como monofialides longas, esporodoquio creme ou
azulado e presenga de clamidosporo. Em SNA, a 20°C, com fotoperiodo, os
isolados apresentaram produgdo de macro e microconidos no micélio aéreo e
producdo de macroconidios em esporodoquio. Os microconidios apresentaram
formato elipsoidal-oblongo, ocasionalmente reniforme, contendo de 0 a 2 septos.
Dois tipos de macroconidios foram identificados tanto no micélio aéreo quanto
em esporodoquio. O primeiro tipo foi caracterizado por esporos cilindricos a
fusiformes, possuindo laterais retas, sem distingdo de célula pé e célula apical,
contendo 3 a 4 septos. Os macroconidios do segundo tipo apresentaram formato
falcado, possuindo célula pé e célula apical evidentes, contendo 3 a 4 septos,
ocasionalmente 5 septos, quando presentes no micélio aéreo e de 3 a 5 septos
quando no esporodoquio. Foi observada também a presenca de clamidosporos
solitarios ou aos pares, lisos e rugosos. Em BDA a 25°C no escuro, foi

observada variag@o na coloracdo de frente e verso das colonias de branco, creme,
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azulada e cor-de-rosa-escuro. A coloracdo da esporulagdo também variou de
creme e azulada (APENDICE D).

Com base na diferenciagdo do conididforo e célula conidiogénica e nas
taxas de crescimento das colonias em BDA a 25°C no escuro, quatro dias apos a
inoculagdo, foi possivel diferenciar 4 subgrupos, denominados de morfotipos. O
morfotipo 1 apresentou taxa de crescimento superior a 3 cm e fidlides simples; o
morfotipo 2 apresentou taxa de crescimento superior a 3 cm com fidlides simples
e ramificadas; o morfotipo 3 apresentou taxa de crescimento inferior a 3 cm e
fidlides simples ¢ o morfotipo 4, com taxa de crescimento inferior a 3 cm,
contendo fialides simples e ramificada (APENDICE D).

Os isolados de referéncia de F. brasiliense e F. cuneirostrum
apresentaram também dois tipos de macroconidios, assim como os isolados
deste estudo. O macroconidio do segundo tipo apresenta caracteristicas da célula
apical que pode distinguir as espécies. O macroconidio de Fusarium tucumaniae
mostrou-se mais fino e comprido em relagdo aos demais isolados avaliados. O
macroconidio dos isolados deste estudo ¢ semelhante ao de Fusarium
cuneirostrum, porém, ndo tem a célula apical evidentemente pontuda. Em F.
brasiliense, a célula apical ¢ mais arredondada.

O tamanho do macroconidio foi variavel entre os morfotipos. O
morfotipo 2 apresentou macroconidio do tipo 2, esporodéquio, maior que dos
demais. Em comparacdo com as outras espécies, os isolados apresentaram
macroconidio de menor comprimento que de F. tucumaniae ¢ o comprimento foi
mais variavel, se comparado a F brasiliense e a Fusarium cuneirostrum
(APENDICE B).
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3.2 Andlise filogenética

Foram geradas arvores filogenéticas para cada regido gendmica, o gene
fator de elongagio 1-o (APENDICE E) e segunda maior subunidade da RNA
polimerase (APENDICE F) em separado, ¢ para a combinagdo das regides
(APENDICE G). As relagdes filogenéticas obtidas para as demais espécies
filogenéticas do complexo FSSC foram congruentes com aquelas descritas
anteriormente (O’ DONNELL 2000; O’ DONNELL et al., 2008.). Os isolados
provenientes da soja no Brasil agruparam-se no clado 3, diferentemente das
espécies que causam PVR, pertencentes ao clado 2, em todas as arvores
filogenéticas geradas. A populag@o estudada formou um grupo monofilético nas
analises das sequéncias de TEF (82% de probabilidade posterior bayesiana) e
das sequéncias combinadas TEF e RPB2 (100% de probabilidade posterior
bayesiana), distinto das demais espécies filogenéticas pertencentes ao clado 3 do
FSSC de O’Donnell et al. (2008). F. falciforme (Carrio'n) Summerbell et
Schroers (SUMMERBELL; SCHROERS, 2002) foi a espécie mais proxima,
compartilhando o mesmo ancestral mais recente. Na analise das sequéncias de
RPB2, alguns dos isolados estudados agruparam-se com F. falciforme e
Fusarium sp. obtidos de humanos. Os morfotipos identificados ndo foram

separados pela analise filogenética, permanecendo todos juntos.

3.3 Verificacao da patogenicidade dos isolados

Os isolados testados no método de ferimento de raiz reproduziram os
sintomas podriddo radicular igualmente aos dos isolados de referéncia, sob as
mesmas condigdes de temperatura, luminosidade e irrigagdo. Os sintomas
foliares induzidos pelos isolados foram manchas clordticas intervenais leves,

semelhante ao sintoma induzido pelos isolados de referéncia, ¢ mosaico
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clorético. Nenhuma das testemunhas apresentou sintoma. No segundo método,
utilizando sementes de sorgo inoculadas, os isolados induziram sintoma de
podriddo radicular, porém, somente os isolados de referéncia induziram
sintomas de clorose nas folhas, aos 21 dias da inoculacdo. Também nenhuma das
testemunhas apresentou sintoma. Apds a avaliagdo, foram realizados
isolamentos a partir da raiz e a identidade dos fungos reisolados foi confirmada
por meio de andlise morfologica. Os isolados recuperados apresentaram culturas
tipicas dos isolados inoculados, portanto, os postulados de Koch foram

completados.
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4 DISCUSSAO

A populagdo amostrada, em associagdo com a soja no Brasil, representa
uma espécie filogenética distinta dentro do clado 3 do FSSC. Todos os isolados
testados se mostraram patogénicos a cultura. As espécies descritas por Aoki et
al. (2005), compondo o clado 2, que supostamente estariam presentes no pais
causando PVR, ndo foram encontradas.

Dos 65 isolados estudados, 21 apresentaram taxa de crescimento inferior
a 30 mm em 4 dias, caracteristica considerada exclusiva para isolados
pertencentes ao clado 2 do FSSC (AOKI et al., 2003 e 2005). Os outros 44
isolados apresentaram crescimento superior a 30 mm em quatro dias. Portanto, a
taxa de crescimento ndo ¢ um bom marcador para separar isolados de Fusarium
solani do clado 2 e clado 3.

Os isolados avaliados apresentaram alta plasticidade morfolégica, sendo
possivel diferenciar quatro morfotipos, com base na taxa de crescimento das
coldnias, juntamente com a morfologia da célula conidiogénica e do conidiéforo,
além de apresentarem dois tipos de macroconidios tanto no micélio aéreo como
no esporodoquio (APENDICE B). O primeiro tipo é caracterizado por
macroconidios cilindricos a fusiforme, possuindo as laterais retas com
extremidades arredondadas. Esse tipo de conidio esta presente também em F.
brasiliense e Fusarium cuneirostrum. Os macroconidios do segundo tipo
apresentaram formato falcado, com célula pé evidente diferente da célula apical.
A morfologia do macroconidio do segundo tipo pode ser considerada marcador
morfoldgico para separar a populagdo estudada das espécies do clado 2, embora
as diferencas entre F. brasiliense, Fusarium cuneirostrum e os isolados
estudados sejam minimas.

Na analise bayesiana das sequéncias do gene fator de elongacdo e das

sequéncias combinadas dos genes fator de elongacdo la e segunda maior
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subunidade da RNA polimerase (APENDICE E, APENDICE G), os isolados
analisados formaram um clado unico, claramente separado dos demais grupos do
clado 3 do FSSC, diferindo, portanto, das espécies descritas por Aoki et al.
(2003 e 2005) como agentes causais da PVR, que pertencem ao clado 2 do
FSSC. Desta forma, a populagdo amostrada de Fusarium solani associada a soja
no Brasil foi reconhecida como uma espécie filogenética distinta, conforme o
método de concordancia genealdgica (Genealogical concordance phylogenetic
species recognition, ou GCPSR) (TAYLOR et al., 2000).

Com base nestes resultados, ha indicios de que a capacidade de causar
doenga na soja ndo seja uma caracteristica de origem unica, mas tenha evoluido
de forma convergente em momentos distintos. A parafilia de Fusarium
associado a PVR da soja pode ter evoluido de pelo menos quatro centros de
diversidade de espécies de plantas nativas, uma vez que a soja é originaria da
China. Provavelmente, diferentes espécies filogenéticas de Fusarium solani de
outros hospedeiros presentes no Brasil passaram a causar doenca na soja.
Slippers et al. (2005) relataram véarios exemplos de “host jumps”, como a
ocorréncia de epidemia de cancro em Pinus radiata, causada por Fusarium
circinatum apos a introdugdo desta espécie na Califérnia. Outro exemplo é de
Crysoporthe cubensis (sin. Cryphonectria cubensis), agente etioldgico de cancro
em varias espécies de Melostomataceae e Myrtaceae na Asia, América do Sul e
Africa, sendo capazes de pular “jump” entre estes hospedeiros.

O polimorfismo das sequéncias da segunda maior subunidade da RNA
polimerase ndo foi suficiente para separar a populagdo estudada de Fusarium sp.
e F. falciforme associadas a micose de humanos e animais. Estas duas espécies
sdo grupos irmaos nas andlises filogenéticas (ZANG et al., 2006; O’DONNELL
et al., 2008). Ja na analise filogenética de fator de elongacdo la e na analise
combinada das sequéncias de fator de elongac@o la e segunda maior subunidade

da RNA polimerase, a populagao estudada formou um grupo monofilético com
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suporte estatistico de 100%, evidenciando ser uma espécie filogenética distinta
de Fusarium sp. e Fusarium falciforme. Fusarium sp. ndo possui sua morfologia
descrita na literatura, porém, por meio de estudos filogenéticos, constatou-se que
este faz parte de uma populagdo distinta de clado 3 do FSSC assim como a
populagdo estudada de isolados da soja. F. falciforme também representa uma
espécie filogenética de FSSC do clado 3, cujos marcadores morfologicos sdo:
presenca de conidios formados em micélio aéreo com uma a trés células,
curvados (7,8-10 x 2,7-3,3 um), monofialides com septos muito evidentes e
apresenta crescimento lento, de 10 mm de didmetro em 10 dias
(SUMMERBELL; SCHROERS, 2002; HOOG, 2000; GAMS, 1971). Os
isolados estudados que agruparam com F falciforme apresentam crescimento
rapido, com exce¢do de CML 1988, produgdo de macro e microconidio e
monofialides septadas, porém, com septos ndo muito evidentes.

Varias populagdes do FSSC, patogénicas a diferentes espécies de plantas
foram descritas como espécies bioldgicas, com telemorfo em Haematonectria ou
Neocosmospora (Hypocreales, Ascomycota) (MATUO; SNYDER, 1973). Essas
mating populations foram evidenciadas também como espécies filogenéticas
(O’DONNELL, 2000; ZHANG et al., 2006; O’DONNELL et al., 2008). Com
base na analise das sequéncias das espécies que causam PVR descritas até o
momento, apenas F. tucumaniae apresentou variabilidade genética nos ramos
terminais da arvore filogenética, sugerindo a ocorréncia da recombinacdo sexual
(AOKI et al., 2003 e 2005). Esta hipotese do ciclo sexual foi posteriormente
confirmada nesta espécie por meio de cruzamentos em laboratério (COVERT et
al., 2007).

No presente estudo, o grupo monofilético encontrado apresentou
variabilidade nos ramos terminais das arvores filogenéticas, fornecendo indicios
da presenca da reproducdo sexual. Em um trabalho paralelo, realizado pelo

nosso grupo de pesquisa, foi observada a reproducdo sexuada entre os isolados
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estudados (dados ndo mostrados). Os isolados deste grupo também foram
cruzados com isolados de Fusarium tucumaniae (NRRL31773), Fusarium
brasiliense (NRRL22743) e Fusarium cuneirostrum (NRRL31949), porém, ndo
houve a producdo de peritécios férteis. Tais resultados dao suporte a hipotese de
que esta espécie filogeneticamente definida também corresponde a uma espécie
bioldgica distinta do FSSC.

Nos testes de patogenicidade, os isolados estudados induziram sintomas
de podriddo radicular em plantas de soja, iguais aos sintomas reproduzidos pelos
isolados de referéncia (APENDICE H). O sintoma foliar observado foi
semelhante, na metodologia de ferimento de raiz, aos dos isolados de referéncia.
Muito se tem discutido sobre os sintomas induzidos por isolados de Fusarium
solani que causam PVR em soja (ROY, 1997; ROY, 1997; LI et al., 2000;
RUPE et al., 2001; AOKI et al., 2003 e 2005). Nestes trabalhos, os autores
relatam que o que distingue os isolados que causam PVR dos outros isolados de
Fusarium solani, também associados a soja, ¢ a indu¢do do sintoma foliar
provocado por toxinas produzidas pelo fungo.

Com base em avaliacdo da morfologia e da patogenicidade ¢ analise de
polimorfismo de fragmentos de restricdo do DNA mitocondrial, os isolados de
Fusarium solani obtidos da soja, diferentes de isolados de Fusarium solani f. sp.
glycines, e um isolado de Fusarium solani obtido de cucurbitaceas, induziram
sintomas iniciais da PVR como leves manchas intervenais cloréticas ou um
mosaico clorotico leve (RUPE et al., 2001). Os autores relatam, ainda, que a
capacidade de alguns isolados de causarem sintomas foliares iniciais em casa de
vegetagdo deve-se a podriddo radicular e que ndo pode ser um indicativo da sua
capacidade de fazé-lo em condigdes de campo. Entretanto, em estudos de campo
e experimentos em casa de vegetacdo mostrou-se a falta de correlagdo entre
sintomas nas raizes e na parte aérea, provavelmente decorrente da variagdo de

temperatura necessaria para a ocorréncia dos sintomas. Temperaturas mais
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baixas favorecem a colonizago da raiz, enquanto que temperaturas em torno de
25°C favorecem, além do sintoma nas raizes, o aparecimento de sintomas
foliares, devido ao aumento da transpiracdo das folhas, fazendo com que haja
maior translocagdo de adgua e da toxina produzida pelo fungo da raiz as folhas
(SCHERM; YANG, 1996; HARTMAN et al., 1997).

Com base no exposto, o sintoma foliar parece ser um sintoma
secundario, de modo que, mesmo que a planta apresente apenas sintoma de
podriddo na raiz, grandes perdas na produgdo podem ocorrer. A planta com
podriddo no sistema radicular perde a capacidade de absorver agua e nutrientes,
e terd seu desenvolvimento comprometido, bem como sua floragdo e produgdo
(AGRIOS, 2005). Portanto, isolados associados a soja, pertencentes tanto ao
clado 2 como ao clado 3 do FSSC, sdo capazes de causar podridao radicular em
soja.

Com base nos resultados de morfologia, analise filogenética e
patogenicidade, os isolados estudados de Fusarium solani foram reconhecidos
como uma nova espécie do FSSC patogénica a cultura da soja no Brasil.

As proximas etapas serdo: realizar a inducdo da fase sexuada desta
espécie filogenética para verificar a aplicacdo do conceito de espécie bioldgica,
por meio de cruzamentos com testadores de mating populations conhecidas
(MATUO; SNYDER, 1973), além de realizar coletas mais abrangentes em areas
de producdo de soja para a confirmagdo da presenca das espécies do clado 2 no
Brasil e firmar parceria com grupos de pesquisa na Argentina, Laboratorio

Agricola Rio Parana, San Pedro, Buenos Aires, ¢ no Brasil, Embrapa Cerrados.
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5 CONCLUSOES

Os isolados estudados induzem sintomas de podriddo radicular em
plantas de soja.

Isolados associados a soja, pertencentes tanto ao clado 2 como ao clado
3 do FSSC, sao capazes de causar podriddo radicular em soja.

A populacdo estudada representa uma espécie filogenética distinta no

complexo Fusarium solani.
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APENDICE A - Tabela 1 Origem geogréfica dos isolados do complexo
Fusarium solani associados a soja

CML? Outrocod® Espécie Substrato  Origem geogréafica® Taxa de Fialide
crescimento

1771 F. solani G. max Campo N. do Parecis, MT 3,7 S/R
1987 MES730 F. solani G. max Chapadao do Sul, MT 2,9 S
1988 MES732 F. solani G. max Chapadao do Sul, MT 2,9 S
1836 S2 F. solani G. max Guarapuava, PR 4,2 S/R
1989 S4 F. solani G. max Guarapuava-PR 4,1 S/R
1990 S7 F. solani G. max Guarapuava, PR 4.6 S/R
1991 S8 F. solani G. max Lunnardelli, PR 3,3 S
1992 S9 F. solani G. max Lunnardelli, PR 3,6 S
1993 S10 F. solani G. max Marinalva, PR 3.4 S/R
1994 S11 F. solani G. max S. Jodo do Ivai, PR 45 S/R
1995 S12 F. solani G. max Marinalva, PR 3,9 S/R
1996 S13 F. solani G. max S. Jodo do Ivai, PR 4,5 S/R
1997  S21 F. solani G. max Castro, PR 3,3 S/R
1998 S22 F. solani G. max Castro, PR 3.4 S
1999 S23 F. solani G. max Castro, PR 43 S
1833 MESI13 F. solani G. max Campo Mourdo, PR 2,2 S/R
2000 MES34 F. solani G. max Carambei, PR 3,9 S/R
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Tabela 1 continuagdo

Taxa de

CML? Outrocod® Espécie Substrato  Origem geogréafica® crescimento Fialide
2001 MES64 F. solani G. max Palmeira, PR 2,75 S
2002 MES73 F. solani G. max Faxinal, PR 3,4 S/R
2003 MES722 F. solani G. max Warta, PR 2,8 S
2004  MES723 F. solani G. max Campo Mourdo, PR 3,1 S/R
2005 MES724 F. solani G. max Ubiratd, PR 2,65 S
2006  MES734 F. solani G. max Ponta Grossa, PR 2,15 S/R
2007 MES735 F. solani G. max Ivaipora, PR 2,5 S/R
1829  MES28 F. solani G. max Tapera, RS 1,3 S/R
2008  MES29 F. solani G. max Vila Maria, RS 1,65 S/R
2009  MES728 F. solani G. max Passo Fundo, RS 2,85 S/R
2010  MES741 F. solani G. max Passo Fundo, RS 3 S
528 #1CNPT F. solani G. max Passo Fundo, RS 3,2 S/R
2012 S15 F. solani G. max Rio Verde, GO 2,7 S
577 F. solani G. max Passo Fundo, RS 3,8 S
2011 S14 F. solani G. max Montividiu, GO 3,2 S
2013 S16 F. solani G. max Montividiu, GO 4,1 S
2014 S17 F. solani G. max Montividiu, GO 4,2 S
1241 569* F. solani Solo soja  Montividiu, GO 3.2 S
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Tabela 1 continuagdo

Taxa de

CML? Outrocod® Espécie Substrato  Origem geogréafica® crescimento Fialide
1243 SI7933 F. solani Solosoja  Montividiu, GO 35 S/R
1245  S211A F. solani Solo soja  Montividiu, GO 3,6 S
1247  S54A F. solani Solosoja  Montividiu, GO 2.8 S
1830  MES24 F. solani G. max Cristalina, GO 3,8 S/R
2015 MES721 F. solani G. max Brasilia, DF 3.4 S
526 MSS1624 F. solani G. max Planaltina, DF 3,4 S/R
575 F. solani G. max Planaltina, DF 3,6 S/R
527 MSS1497 F. solani G. max Planaltina, DF 3.4 S/R
1837 MESI F. solani G. max Brasilia, DF 4,4 S/R
2016 MES2 F. solani G. max Brasilia, DF 4,6 S/R
2017  JEM3623 F. solani Solo soja  Jussara, GO 3.9 S/R
2018  JEM3599 F. solani Solosoja  Luziania, GO 3.4 S/R
2019  JEM3627 F. solani Solosoja  Luziania, GO 1.5 S/R
2020 S24 F. solani G. max Maracaj, MS 3,7 S
2021 S25 F. solani G. max Marapua, MS 3,8 S
1780 testO1 F. solani G. max Uberlandia, MG 3,4 S
1781 test02 F. solani G. max Uberlandia, MG 3.8 S/R
1782 F. solani G. max Uberlandia, MG 3,6 S
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Tabela 1 Conclusido

Taxa de

CML?* Outrocod® Espécie Substrato Origem geogréfica® . Fialide®
crescimento
2022 MESS5 F. solani G. max Patos de Minas, MG 3,7 S/R
1832 MESI15 F. solani G. max Coromandel, MG 3,55 S/R
1839 MES60 F. solani G. max Patrocinio, MG 3,9 S/R
2023 MES720 F. solani G. max Sdo Gotardo, MG 3,05 S/R
691 Joelll F. solani G. max Araxa, MG 2,5 S/R
2024  JEM3587 F. solani Solosoja  Unai, MG 1.9 S
2025  JEM3582 F. solani Solo soja  UNai, MG 2 S/R
2026  JEM3614 F. solani Solosoja  Uberlandia, MG 1,8 S
2027  JEM3624 F. solani Solo soja  Bonfin6polis Minas, MG 3.4 S
2028 MES27 F. solani G. max Brasilia, DF 2,4 S/R
860 F. solani G. max 4,4 S
1891 NRRL31773 E.Cumaniae G. max Brasil 32 S/R
1890 NRRL34546 E.Cumaniae G. max Brasil 2.6 S/R
1882 NRRL31949 El.meirostrum G. max Brasil 2.1 S/R
NRRL22743 F. brasilense G. max Brasil 2,3 S/R
1886 NRRL22678 F. brasilense G. max Brasil 2,2 S/R
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*Abreviagdes das colegdes de culturas: CML = Colegdo Micoldgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; MES = Micoteca Embrapa Soja, Embrapa Soja,
Londrina Parana, Brasil; JEM = JEm Analise Agricola, Aparecida de Goiania, Goias, Brasil; NRRL = Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois, EUA.

"MT = isolados do estado de Mato Grosso, Brasil; PA = isolados do estado do Parana, Brasil; RS = isolados do
estado do Rio Grande Do Sul, Brasil; Go = isolados do estado de Goias, Brasil; DF = Distrito Federal, Brasilia,
Brasil; MS = isolados do estado do Mato Grosso de Sul, Brasil, MG = isolados do estado de Minas Gerais,
Brasil.

“Taxa de crescimento, em centimetros, mensurada apds quatro dias da transferéncia para BDA, 25°C, no escuro.
Morfologia da célula conidiogénica e do conidiéforo observada pos 10 dias de inoculagdo em SNA, 20°C, com
fotoperiodo de 12 horas. S — fidlide simples; R — Fialide ramificada.
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APENDICE B - Tabela 2 Marcadores morfoldgicos do macroconidio

Espécies® Conidio micelio aéreo Conidio esporodoquio
macrotipo 1° macrotipo 2° macrotipo 1° macrotipo 2°

morfotipol® 22-47,5x5-7,5 22,5-45x5-7,5 27,5-57,5x5-7,5 30-52,5x5-7,5

morfotipo2® 22,5-45x5-7,5 25-47,5x5-7,5  30-60x5-7,5 22,5-62x5-7,5

morfotipo 3* 25-52,5,5x5-7,5  22,5-50x5-7,5 32,5-50x5-7,5 27,5-52,5x5-7,5

morfotipo 4* 32,5-42,5x5-7,5  22,5-45x5-7.5 40-55x5-6,25 37-55x5-6,25

F. tucumaniae® 45-60x2,5-5 55-70x 2,5-5

F. brasiliense® 30-42,5x5 42,5-57,5x5 32,5-50,5x5 52,5-62,5x5-6,25

F. cuneirostrum”® 30-45x5-7,5 30-42,5x5 30-50x5-7,5 47-62,5x5

? Refere-se a isolados de Fusarium solani associada com a soja o Brasil.
PRefere-se aos isolados de referéncia obtidos da NRRL = Northern Regional Research Laboratory, Peoria,

Illinois, EUA

“Todos os isolados listados foram caracterizadas em SNA a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas.
4Macro tipo 1 caracterizado por esporos cilindricos a fusiforme, com as laterais, dorso ventral, retas com

extremidades arredondadas.

“Macro tipo 2 caracterizado por esporos falcados, com célula pé e célula apical evidente.
Todas as medi¢des estdo em micrometros (pm)
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APENDICE C - Tabela 3 Sequéncias utilizadas na analise filogenética

- Genbank Genbank
Espécie NRRL TEF RPB2

F. plagianthi 22632 AF178354 EU329519
F. illudens 22090 AF178326 EU329488
Fusarium virguliforme 34551 GU170635 GU170615
Fusarium cuneirostrum 31104 EF408413 EU329558
Fusarium tucumaniae 31096 AY220181 GU170600
Fusarium phaseoli 22276 AY220186 GU329500
Fusarium brasiliense 22743 EF408407 EU329525
Fusarium striatum 20101 AF178333 EU329490
F.solani f.sp. curcubitae MP-I 22098 AF178327 EU329489
F.solani f.sp. curcubitae MP-1 22153 AF178346 EU329482
F.solani f.sp. mori MP-III 22157 AF178359 EU329493
F.solani f.sp. mori MP-III 22230 AF178358 EU329499
F.solani f.sp. xanthoxyli MP-IV 22163 AF178328 EU329492
F.solani f.sp. xanthoxyli MP-IV 22277 AF178336 FJ240380
F.solani f.sp. curcubitae MP-V 32856 DQ247161 EU329629
F.solani f.sp. curcubitae MP-V 22389 AF178340 EU329506
F.solani f.sp. pisi MP-VI 22820 AF178355 EU329532
F.solani f.sp. pisi MP-VI 45880 AF178337 EU329640
F.solani f.sp. robiniae MP-VII 22161 AF178330 EU329494
F.solani f.sp. robiniae MP-VII 22586 AF178353 EU329516
F.solani f.sp. piperis 22570 AF178360 EU329513
F.solani f.sp. batatas MP-11 22402 AF178344 EU329496
F.solani f.sp. batatas MP-II 22400 AF178343 EU329509
Fusarium lichenicola 28030 DQ246877 EF470161
Fusarium lichenicola 34123 DQ246977 EF329635
Fusarium ambrosium 22354 AF178338 EU32504
Fusarium sp. 28000 DQ247542 EF470128
Fusarium sp. 32858 DQ247162 EU329630
Fusarium falciforme 43529 EF452965 EF470004
Fusarium falciforme 22098 DQ790489 DQ790577

* NRRL = Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois, EUA.
"Numero de acesso de sequencias do gene TEF= Fator de elongagdo la

obtidas do GenBank, NCBI.

“Numero de acesso de sequencias da RPB2= Segunda maior subunidade da RNA
polimerase obtidas do GenBank, NCBI.



APENDICE D - Figura 1 Caracteres morfoldgicos
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Figura 1 Caracteres morfologicos — (A) macroconidio formado no micélio aéreo; (B)
macroconidio produzido em monofialides longas; (C) microconidio produzido
em monofialide ramificada; (D) esporodéquio; (E) macroconidio tipo 1 e tipo 2;
(F) macro e microconidios; (G) clamidésporo; (H) isolado com taxa de
crescimento >3 cm; (I) isolado com taxa de crescimento <3 cm



APENDICE E - Figura 2
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Figura 2 Andlise bayesiana de sequéncias TEF-la das espécies do complexo
Fusarium solani e isolados de Fusarium da soja do Brasil. O
comprimento dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os
valores do suporte estatistico sdo indicados acima dos internddios.
Abreviagdes das cole¢des de culturas: CML = Colegdo Micologica de
Lavras; NRRL = Northern Regional Research Laboratory.
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APENDICE F - Figura 3
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Figura 3 Anélise bayesiana de sequéncias de RPB2 das espécies do complexo Fusarium
solani, e isolados de Fusarium da soja do Brasil. O comprimento dos ramos
¢ indicado por escala na base da arvore e os valores do suporte estatistico sdo
indicados acima dos internddios. Abreviagdes das cole¢des de culturas:
CML = Cole¢do Micologica de Lavras; NRRL = Northern Regional
Research Laboratory.



APENDICE G - Figura 4
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Figura 4 Analise bayesiana de sequéncias combinadas de RPB2 e TEF-1a de espécies
do complexo Fusarium solani e isolados de Fusarium da soja do Brasil. O
comprimento dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os valores
do suporte estatistico sdo indicados acima dos internddios. Abreviagdes das
colegdes de culturas: CML = Colegdo Micologica de Lavras; NRRL =
Northern Regional Research Laboratory.



APENDICE H - Figura 5
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Figura 5 Teste de patogenicidade: (A-F) método de ferimento de raiz: (A)

testemunha; (B) planta inoculada com isolados de referéncia
apresentando sintoma de podriddo radicular; (C) planta inoculada com
isolados estudados apresentando sintoma de podriddo radicular; (D)
planta inoculada com isolado de referéncia apresentado sintoma na
folha de clorose internerval, (E) planta inoculada com isolados
estudados apresentando sintoma na folha de clorose internerval; (F)
planta inoculada com isolados estudados apresentando sintoma na
folha de mosaico leve; (G-I) método de inoculagdo de graos de sorgo;
(G) testemunha; (H) planta inoculada com isolados de referéncia
apresentando sintoma de podridao radicular; (I) planta inoculada com
isolados estudados apresentando sintoma de podriddo radicular.
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