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RESUMO

A soja € a oleaginosa mais cultivada no mundo e possui um papel
importantissimo na alimentacdo humana. Além da importancia direta na nutricdo da
populacdo mundial, esse grdo é também utilizado de diversas outras formas como, por
exemplo, na producao de 6leo, racdo animal e biocombustiveis. Devido a esses aspectos
a soja tornou-se muito importante na economia mundial e é o produto agricola mais
exportado no Brasil. Dentre os aspectos limitantes para a cultura estdo as doencas, entre
elas, a podriddo vermelha da raiz (PVR) que é responsavel por grandes perdas na
produtividade da soja. Como agentes causais dessa doenca sdo consideradas quatro
espécies de Fusarium: F. brasiliense, F. cuneirostrum, F. tucumaniae e F. virguliforme.
Através de uma colecdo de isolados de Fusarium spp. oriundos de diversas regifes
produtoras de soja no Brasil, foi desenvolvido esse projeto, que teve como objetivo
verificar a variabilidade genética desses isolados, bem como a severidade causada pela
PVR em cultivares de soja moderadamente resistente e suscetivel a essa doenca.
Atraveés dos testes de severidade ficou comprovado que todos isolados causaram danos
significativos no sistema radicular das plantulas. Para avaliacdo da variabilidade
genética dos isolados, foram realizados anélises de polimorfismos de DNA amplificado
ao acaso (RAPD). Onde se constatou uma grande diversidade genética entre os isolados
e uma tendéncia clara de separacdo em dois grupos principais das duas espécies

prevalecentes no Brasil, F. tucumaniae e F. brasilense.



ABSTRACT

Soybean is the crop most widely grown in the world and has an important role in
human nutrition. Besides the direct importance in the nutrition of the world population,
this grain is also used in many other ways, such as in oil production, animal feed and
production of biofuels. Due to these factors, soybean became important in the global
economy and is the most exported agricultural product in Brazil. The diseases are
among the limiting factors on soybean production. One of these diseases is the sudden
death syndrome (SDS) that is responsible for losses on crop yield. As causative agents
of disease, four species of Fusarium are considered pathogens: F. brasiliense,
F. cuneirostrum, F.tucumaniae and F. virguliforme. This work was conducted by
studing a collection of Fusarium spp. from different soybean-producing regions in
Brazil. The main objective of the research was to determine the genetic variability of
these isolates as well as the severity caused by the SDS on cultivars moderately resistant
and susceptible to the disease. The tests of disease severity, throughout artificial
inoculation, have shown that all isolates caused significant damage in the seedling root
system. To assess the genetic variability of isolates were carried out analysis of
polymorphisms of DNA randomly amplified (RAPD). RAPD analysis demonstrated a
great genetic diversity among the isolates and a clear tendency to split into two main

species-groups, F. tucumaniae and F. brasilense, both species prevalent in Brazil.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. CULTURA DA SOJA

A soja pertence a classe das dicotiled6neas, familia Fabaceae, a subfamilia
Faboideae e ao género Glycine Willd. A espécie cultivada é a Glycine max Merril, cujo
sistema radicular € pivotante, com a raiz principal bem desenvolvida e raizes
secundérias em grande namero, ricas em nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico. Sdo tetrapldides diploidizados (2n = 40), ou seja, um polipléide com
comportamento meiotico de um dipléide normal e sdo facilmente cruzadas (EMBRAPA
SOJA, 2004).

E uma planta herbacea que possui as seguintes caracteristicas: anual, ereta, com
desenvolvimento morfoldgico diversificado, com hastes e vagens pubescentes. A altura
varia de 0,3 a 2,0 m podendo ser mais ou menos ramificada. Dependendo da cultivar e
condi¢cdes ambientais, o ciclo da soja pode variar de 80 a 200 dias (Sediyama et al.,
1985). Vagens levemente curvadas e usualmente achatadas, 3-15 x 1 cm, deiscentes,
contendo (1-)2-3(-5) sementes. As sementes sdo geralmente esféricas, amarelas, verdes,
marrom ou preta, com hilo pequeno. Folhas alternadas, trifolioladas, peciolo longo,
especialmente nas folhas baixeiras, foliolos ovais a lanceolados, medindo 3-10 x 2-6 cm
(CAB, 2005).

A soja é uma cultura cuja origem se atribui ao continente asiatico, sobretudo a
regido do rio Yangtse, na China, é conhecida como um grdo sagrado e explorada
intensamente na dieta alimentar do Oriente a mais de cinco mil anos. A soja hoje

cultivada mundo afora é muito diferente dos ancestrais que Ihe deram origem. Nos seus
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primdérdios, a soja era uma planta rasteira, sua evolugcdo ocorreu de plantas oriundas de
cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagens, que foram domesticadas e
melhoradas por sabios da antiga China (EMBRAPA SOJA, 2004).

A partir da sua origem no Norte da China, a soja expandiu-se de maneira lenta
para o Sul da China, Coréia, Japdo e Sudeste da Asia por volta de 200 a.C. e o século Il
d.C. No Ocidente a soja apareceu no final do século XV e inicio do século XVI, com a
chegada dos navios europeus a Asia. Permaneceu como curiosidade nos jardins
boténicos da Inglaterra, Franga e Alemanha durante os quatro séculos que se seguiram
(Morse, 1950).

Foi somente no século XVIII que pesquisadores europeus iniciaram estudos com
a soja como fonte de 6leo e nutriente animal, e no inicio do século XX passou a ser
cultivada comercialmente nos Estados Unidos. Na segunda década do século XX, o teor
de dleo e proteina do grdo comecou a despertar o interesse das indUstrias mundiais.
Entretanto, as tentativas de introducdo comercial do cultivo do grdo na RuUssia,
Inglaterra e Alemanha fracassaram, provavelmente, devido as condig¢fes climéticas
desfavoraveis (EMBRAPA SOJA, 2000).

Os Estados Unidos (EUA) iniciaram sua exploragcdo comercial (primeiro como
forrageira e, posteriormente, como grdo). Em 1940, no auge do seu cultivo como
forrageira, foram cultivados, nesse pais, cerca de dois milhdes de hectares com tal
proposito. A partir de 1941, a area cultivada para grdos superou a cultivada para
forragem, cujo cultivo declinou rapidamente, até desaparecer em meados dos anos 60,
enquanto a area cultivada para a producdo de graos crescia de forma exponencial, ndo
apenas nos EUA, como também no Brasil e na Argentina, principalmente (EMBRAPA

SOJA, 2004).



No Brasil a soja foi introduzida por Gustavo Dutra, na Bahia em 1882,
entretanto sem sucesso, pois 0s germoplasmas trazidos dos Estados Unidos ndo eram
adaptados para condicOes de baixa latitude (12°S). Gustavo Dutra, entdo professor da
Escola de Agronomia da Bahia, realizou os primeiros estudos de avaliagédo de cultivares
introduzidas daquele pais. Em Séo Paulo (latitude de 23°S), foi cultivada pela primeira
vez por Daffert, em 1892, no Instituto Agrondmico de Campinas. Em S&o Paulo, novos
materiais foram testados e neste caso, teve relativo éxito na producdo de feno e graos
(Sediyama et al., 1985; Kiihl, 2006; Seixas et al., 2006).

Em 1891, testes de adaptacdo de cultivares semelhantes aos conduzidos por
Dutra na Bahia foram realizados no Instituto Agronémico de Campinas, Estado de Sao
Paulo (SP). Assim como nos EUA, a soja no Brasil dessa época era estudada mais como
cultura forrageira - eventualmente também produzindo grdos para consumo de animais
da propriedade - do que como planta produtora de grdos para a inddstria de farelos e
6leos vegetais (EMBRAPA SOJA, 2004).

Em 1900 e 1901, o Instituto Agrondmico de Campinas, SP, promoveu a primeira
distribuicdo de sementes de soja para produtores paulistas e, nessa mesma data, tém-se
registro do primeiro cultivo de soja no Rio Grande do Sul (RS). Nesta regido a cultura
encontrou efetivas condicOes para se desenvolver e expandir, dadas as semelhancas
climéticas do ecossistema de origem (sul dos EUA), dos materiais genéticos existentes
no Pais, com as condicBes climaticas predominantes no extremo sul do Brasil. Com o
estabelecimento do programa oficial de incentivo a triticultura nacional, em meados dos
anos 50, a cultura da soja foi igualmente incentivada, por ser, desde o ponto de vista
técnico (leguminosa sucedendo graminea), quanto econdmico (melhor aproveitamento

da terra, das maquinas/implementos, da infra-estrutura e da méo de obra). Sendo a



melhor alternativa de verdo para suceder o trigo cultivado no inverno (EMBRAPA
SOJA, 2004).

No final da década de 60, dois fatores internos fizeram o Brasil comecar a
enxergar a soja como um produto comercial, fato que mais tarde influenciaria no
cenario mundial de producéo do grdo. Na época, o trigo era a principal cultura do Sul do
Brasil e a soja surgia como uma opg¢éo de verdo, em sucessao ao trigo. O Brasil também
iniciava um esforgo para producdo de suinos e aves, gerando demanda por farelo de
soja. Em 1966, a producdo comercial de soja ja era uma necessidade estratégica, sendo
produzidas cerca de 500 mil toneladas no Pais (EMBRAPA SOJA, 2000).

A explosdo do preco da soja no mercado mundial, em meados de 1970, desperta
ainda mais os agricultores e o proprio governo brasileiro. O Pais se beneficia de uma
vantagem competitiva em relacdo aos outros paises produtores: o escoamento da safra
brasileira ocorre na entressafra americana, quando 0s precos atingem as maiores
cotacOes. Desde entdo, o pais passou a investir em tecnologia para adaptacdo da cultura
as condicOes brasileiras, processo liderado pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA SOJA, 2004).

Os investimentos em pesquisa levaram a "tropicalizacdo" da soja, permitindo,
pela primeira vez na historia, que o grdo fosse plantado com sucesso, em regifes de
baixas latitudes, entre o Tropico de Capricornio e a linha do Equador. Essa conquista
dos cientistas brasileiros revolucionou a histéria mundial da soja e seu impacto
comecgou a ser notado pelo mercado a partir do final da década de 80 e mais
notoriamente na década de 90, quando os precos do grdo comecaram a cair. Atualmente,
os lideres mundiais na producdo mundial de soja sdo os Estados Unidos, Brasil,

Argentina, China, india e Paraguai (EMBRAPA SOJA, 2004).



A cadeia produtiva da soja é de suma importancia para a economia brasileira.
Em 2005, as exportacGes do complexo totalizaram US$ 9,48 bilhGes, o equivalente a
20,9% do saldo positivo da balanga comercial do Pais. Além disso, a soja destaca-se
como a principal cultura explorada no mercado interno, respondendo por cerca de 45%
da producdo brasileira de grdos. Em nivel mundial, o Pais ja é o segundo maior
produtor, atrds apenas dos Estados Unidos, e 0 maior exportador (Pinazza, 2007).

A décima segunda previsao para producdo de soja da safra 2010 (levantamento
de agosto) € de 68,69 milhdes de toneladas, superando em 20,2%, ou em 11,52 milhdes
de toneladas, a do ano anterior, que totalizou 57,17 milhdes de toneladas. Considerando
0s principais Estados produtores, as maiores produtividades sdo observadas nos Estados
do Paran& com 3.139 quilos por hectare e de Mato Grosso do Sul com 3.100 quilos. A
regido Centro-Oeste lidera o ranking da producdo com 31,59 milhdes de toneladas,
correspondendo a 46,0%, com o Estado de Mato Grosso constituindo-se no maior
produtor nacional com 18,77 milhdes de toneladas. A regido Sul vem em seguida com
37,3% (25,64 milhdes de toneladas), e o Estado do Parana, o segundo maior produtor do
Pais, com 14,08 milhdes de toneladas. A regido Nordeste vem em terceiro lugar. A
producdo totaliza 5,31 milhdes de toneladas e representa 7,7% do total nacional. Em
seguida, a regido Sudeste participa com producgdo de 4,46 milhdes de toneladas, ou
6,5% da producdo do Pais (CONAB, 2010).

O Brasil é o0 segundo maior produtor mundial dessa oleaginosa, embora consta-
se que a média de produtividade pode ser aumentada. Entre os principais fatores que
limitam a obtencéo de altos rendimentos em soja estdo as doencgas. Os danos causados
pelas doencas a soja vém sendo relatados desde o inicio da cultura, no Brasil. No

periodo de 1970 a 1999, cerca de 50 doencas foram identificadas em soja, no Brasil,



resultando em perdas anuais de produgdo estimadas em cerca de 5,76 milhdes de
toneladas (US$1,27 bilhdo, a US$ 220,50/t) (EMBRAPA SOJA, 2000).

Vérias moléstias causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus ja foram
identificadas no Brasil. Doencas flngicas sdo as mais numerosas €, conseqlientemente,
as que causam maiores danos aos produtores. O numero de patdgenos continua
aumentando com a expansdo da soja para novas areas e como conseqliéncia da
monocultura. A importancia econdémica de cada doenca varia de ano para ano e de
regido para regido, dependendo das condic¢des climéticas de cada safra. As perdas anuais
de producdo por doencas séo estimadas entre 15% a 20%, entretanto, algumas doencas

podem ocasionar perdas de quase 100% (EMBRAPA SOJA, 2003).

2. PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ DA SOJA

A sindrome da morte subita (“Sudden Death Syndrome” — SDS) foi observada
pela primeira vez em 1971 nos Estados Unidos, no Estado de Arkansas (Rupe, 1989;
Rupe & Weidemann, 1986). No Brasil foi observada pela primeira vez na safra 1981/82
em S&o Gotardo, Minas Gerais e depois no Distrito Federal (Nakajima et al., 1996;
Yorinori et al., 1993). Recebeu a denominacdo de podriddo vermelha da raiz (PVR),
como ainda é conhecida no pais. Em 1996, foram registradas perdas de até 70%
ocasionadas pelo patdgeno (Yorinori, 1997).

A doenca ocorre tambem na Argentina (Ploper, 1993), no Canada (Anderson &
Tenuta, 1998), no Paraguai (Yorinori, 1999), na Bolivia (Yorinori, 2002) e no Uruguai

(Ploper et al., 2003).



2.1. ETIOLOGIA

Inicialmente, o agente causal da sindrome da morte subita da soja ou podridao
vermelha da raiz, foi identificado e caracterizado como Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
classificado como fungo mitosporico (Hifomiceto), antiga divisdo Deuteromycetes,
ordem Moniliales e familia Tuberculariaceae (Roy et al., 1989; Rupe, 1989).

Posteriormente, baseado em caracteristicas morfologicas, o fungo foi
classificado como Fusarium solani f. sp. glycines (Roy, 1997). Entretanto, em estudos
recentes, associando analises moleculares, analises de caracteristicas morfoldgicas e de
patogenicidade do fungo, foi constatado que havia diferencas suficientes para separa-los
em quatro espécies, conforme Aoki et al., 2005: Fusarium brasiliense, Fusarium
cuneirostrum, Fusarium tucumaniae e Fusarium virguliforme. No Brasil, Arruda et al.
(2005) confirmaram a observacdo de Aoki et al. (2005) de que, no Brasil, a espécie
prevalente é F. tucumaniae.

A morfologia dos conidios pode ser usada para diferenciar todas as quatro
espécies que causam a PVR (Aoki et al., 2005). Fusarium brasiliense caracteriza-se por
conidios esporodoquiais cilindricos septados com extremidades arredondadas. Em
contrapartida, F. cuneirostrum produz conidios esporodoquiais com uma célula apical
rostrada e uma célula basal distinta (célula pé). Fusarium virguliforme é diferenciado
pela producdo de conidios com célula apical e basal, simétricas e em formato de virgula.
Ja F. tucumaniae produz conidios esporodoquiais mais longos e estreitos do que as
outras trés espécies. Em geral, quando cultivados em SNA (synthetic nutrient agar)
podem apresentar conidios com 3 a 4 septos (3 septos: superiores a 50 um de
comprimento e largura de 4,5-5 um, 4 septos: apresentam normalmente 60 um de

comprimento e 4,5-5 pum de largura) (Aoki et al., 2005).



Essas quatro espécies sdo de dificil isolamento das raizes da soja, além de
crescerem lentamente em meio de cultura, formando inicialmente, micélio de cor branca
ou levemente acinzentado em meio BDA. Posteriormente, devido & massa de conidios
esporodoquiais que se formam, as colonias adquirem a coloragdo azulada ou creme
(Almeida et al., 2005; Covert et al., 2007; Nakajima et al., 1996).

De forma geral, o fungo causador da PVR possui como principais caracteristicas
morfolégicas conidios curvados, com trés a cinco septos, levemente pontiagudos no
apice, que medem 4,0-6,5 pum x 42—74 um. Conidios do micélio aéreo podem variar de
raros a abundantes e os clamiddsporos tém formato globoso, podendo ser terminais ou
intercalares (Nakajima et al., 1996; Almeida et al., 2005, Aoki et al., 2005).

Reducdes severas em produtividade podem ocorrer devido a podriddo vermelha
da raiz, dependendo do desenvolvimento dos sintomas (Hartman et al., 1999). O efeito
da doenga na produtividade de grdos depende fundamentalmente do estadio fenoldgico
da planta, do desenvolvimento dos sintomas foliares iniciais e do progresso da doenca a
partir destes sintomas. Stephens et al. (1993) observaram severas perdas em
produtividade, quando os primeiros sintomas foliares foram observados antes do estagio
R5 (Fehr et al., 1971). Farias Neto et al. (2006), trabalhando com parcelas inoculadas e
ndo inoculadas com Fusarium spp., observaram redu¢des em produtividade de até 27%
em cultivares suscetiveis que apresentaram severos sintomas foliares, correspondendo a
cerca de 30% de desfolha em estddio R6. Os sintomas iniciais da doenga foram

observados nos estadios R4 e R5.



2.2. SINTOMATOLOGIA

O patogeno infecta as raizes reduzindo a massa e a nodulagdo. O lenho adquire
uma coloracéo castanho-clara, que se estende por varios centimetros acima do solo, mas
a medula permanece branca (Roy et al., 1989; Nakajima et al., 1996; Almeida et al.,
2005). A raiz principal apresenta uma mancha avermelhada, logo abaixo do nivel do
solo, que se expande adquirindo coloragdo negra (Figura 1) (Nakajima et al., 1996;
Almeida et al., 2005).

Se uma planta com sintomas foliares avancados da PVR ¢ retirada do solo, seu
sistema radicular serda menos vigoroso quando comparado com uma planta saudavel. As
raizes podem também apodrecer. Se as plantas forem coletadas quando o solo estiver
umido, € possivel observar pequenas manchas de coloracdo azul na superficie da raiz
principal, perto da linha do solo. Essas manchas s&o massas de esporos do fungo que
causa a PVR. Com a superficie da raiz seca, a cor azul desaparece, mas essas massas de
esporos, em conjunto com o0s outros sintomas mencionados acima, sdo fortes
indicadores de diagnostico da PRV (Westphal et al., 2008).

Os sintomas nas folhas consistem de manchas clor6ticas que aparecem entre as
nervuras da folha, normalmente apds o estadio R4 (Fehr et al., 1971), podendo ocorrer,
em infestacOes severas, nos estagios vegetativos. Com o desenvolvimento da doenga, as
lesBes tornam-se necréticas ou formam estriagdes cloroticas (Nakajima et al., 1996).
Esse sintoma (Figura 1) é conhecido como folha “carijé” (Almeida et al., 2005), sendo
que folhas severamente afetadas caem, mas seus peciolos permanecem no caule
(Nakajima et al., 1996). Esses sintomas sdo descritos como causados por toxinas

produzidas pelo fungo nas raizes e translocadas para as folhas (Li et al., 2000). As



toxinas provocam os sintomas foliares, ja que o fungo em si ndo invade os caules mais
do que alguns centimetros acima da linha do solo (Roy et al., 1997).

A PVR da soja normalmente ndo é detectavel na folhagem das plantas até o
inicio da floracdo. Em circunstancias raras, plantas jovens, podem apresentar sintomas.
E sempre Gtil comparar as plantas afetadas com plantas sadias do mesmo campo,
quando se faz a avaliagéo da doenga (Westphal et al., 2008).

Hartman et al. (1999) cita que os sintomas tipicos da PVR sdo similares aos da
podriddo parda da haste, causada por Phialophora gregata, e do cancro da haste,
causado por Diaporthe phaseolorum var. meridionalis. A podriddo parda da haste é
diferenciada da PVR por apresentar, nas plantas infectadas, descoloragdo tipica na parte
interna da haste, o que ndo acontece na PVR. Ja o cancro da haste pode ser diferenciado
da PVR por apresentar cancros nas hastes das plantas infectadas.

Plantas infectadas pelo nematdide de cisto da soja (Heterodera glycines
Ichinohe) também podem apresentar sintomas de folha “carij6”, mas que estdo
associados a presenca dos cistos nas raizes e no solo adjacente. Os sintomas foliares
podem ser confundidos também com queimaduras quimicas, entretanto é facil
diferenciar devido a auséncia de sinais e sintomas nas raizes nesse problema abi6tico

(Westphal et al., 2008).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

O patdgeno desenvolve-se em temperaturas entre 25 °C e 28 °C, sendo a
temperatura de 25 °C a ideal para o desenvolvimento do fungo em meio de cultura

(Hartman et al.,, 1999). Solos compactados e com &gua livre favorecem o
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desenvolvimento de Fusarium spp. causadores da PVR, que se distribui na lavoura em
forma de manchas ao acaso (Picinini; Fernandes, 2003). A associagdo entre alta
umidade do solo e ocorréncia de PVR é uma observagdo comum no campo (Roy et al.,
1997; Ringler, 1995). Melgar et al. (1994) reportaram que a incidéncia da doenga foi
maior em plantas irrigadas do que em plantas ndo irrigadas. Farias Neto et al. (2006)
avaliaram o efeito da umidade na ocorréncia e desenvolvimento da PVR, trabalhando
com parcelas irrigadas em diferentes fases fenoldgicas e laminas d’4dgua. Os autores
concluiram que o desenvolvimento dos sintomas da PVR é altamente favorecido pela
elevada umidade no solo, especialmente nas fases reprodutivas R4 e R5.

O fungo pode infectar as raizes das plantulas de soja logo apds o plantio,
penetrando no tecido vascular da planta (Figura 2). Muitas vezes, 0s primeiros sintomas
aparecem depois de chuvas pesadas, durante os estagios reprodutivos, pois a umidade
elevada aumenta a severidade da doencga (Xing; Westphal, 2006). Os primeiros sintomas
visiveis da PVR sdo amarelecimento e desfolha das folhas superiores (Figura 2).
Quando os sintomas aparecem pela primeira vez num campo, eles podem ser limitados a
areas pequenas ou faixas, muitas vezes em zonas Umidas ou compactadas. Durante a
segunda e terceira semanas, as areas afetadas podem aumentar e plantas em outras areas
no campo podem apresentar sintomas (Xing & Westphal, 2006).

A extensdo das perdas de produtividade devido a PVR depende da severidade e
tempo de expressdo da doenga em relacdo ao desenvolvimento das plantas. Caso a
doenca desenvolva-se no inicio da temporada, flores e frutos jovens véao abortar,
intensificando as perdas. Quando se desenvolve mais tarde, a planta produzirad sementes
menores e com menor quantidade por vagem. Devido ao fungo persistir no solo por
longos periodos, com o passar do tempo, maiores areas serdo afetadas pela doenca

(Westphal et al., 2008).

11



A PVR é mais grave quando ha a presenca do nematdide de cisto da soja
(Heterodera glycines) e quando a cultivar utilizada é suscetivel a ambos os patdégenos
(Xing & Westphal, 2006). Segundo Roy et al. (1989, propagulos de Fusarium spp. ja
foram isolados de cistos de H. glycines tornando evidente, ou sugerindo a associacao
entre fungo e nematoide. As préaticas culturais que mantém H. glycines, em baixos
niveis podem reduzir a incidéncia de PVR, mas é necessaria uma investigagdo mais
detalhada para compreender melhor a natureza da interagdo entre os dois patdgenos e

suas implicagdes sobre a epidemiologia da PVR (Westphal et al., 2008).

2.4. CONTROLE

N&o existe controle quimico adequado para a PVR, sendo que algumas préticas
culturais tém sido capazes de reduzir seu impacto (Hartman et al., 1999). Fungicidas
aplicados no sulco durante o plantio ou para o tratamento de sementes tém apenas
efeitos limitados sobre a reducdo da doenca. Fungicidas aplicados nas folhas néo
apresentam nenhum efeito, porque mesmo fungicidas sisttmicos normalmente ndo se
movem em direcdo ao sistema radicular da planta, local da infeccdo (Westphal et al.,
2008).

A semeadura antecipada, o frio e os solos Umidos sdo fatores que predispdem a
infeccdo. Plantio tardio, além da utilizacdo de cultivares precoces, pode minimizar as
perdas (Hershman, 1996). Solos compactados impedem a percolacdo de agua e
restringem o crescimento radicular; em conjunto com chuvas excessivas, ocorre a
saturacdo dessas areas, o que favorece o desenvolvimento da doenga. Corrigindo

problemas de compactacao e da permeabilidade do solo, pode-se reduzir o risco da PVR

12



(Rupe & Hartman, 1999). A aracdo, escarificacdo ou procedimentos similares de
manejo do solo melhoram a drenagem, interferem positivamente na posi¢do do residuo
de colheita, bem como na composi¢do microbiana do solo, favorecendo competidores e
inimigos naturais do fungo (Aon et al, 2001; Kladivko, 2001). Vick et al. (2003)
compararam tratamentos em solo compactado e ndo compactado e concluiram que a
subsolagem diminuia significativamente o efeito da doenga na soja.

A rotacdo de culturas pode reduzir a incidéncia de PVR (Rupe et al., 1997).
Rupe et al. (1997) demonstraram que a rotacdo de soja com sorgo e trigo reduziu
significativamente a populagdo de Fusarium spp. causadores da PVR. No entanto,
constatou-se que milho-soja em rotagdo anual, comum no Cinturdo do Milho nos
Estados Unidos, ndo reduziu a incidéncia e a severidade da doenga (Xing; Westphal,
2009). Surtos graves de PVR tém ocorrido, mesmo ap0s varios anos de milho continuo
(Xing; Westphal, 2009).

O uso de cultivares resistentes tem sido o método de controle mais eficaz (Farias
Neto et al., 2006; Hartman et al., 1999; Ledo et al., 1998; Nijti et al., 2001). Em
condicBes de campo, a resisténcia é descrita como poligénica (Hnetkovsky et al., 1996;
Chang et al., 1996) e condicionada por, no minimo, cinco genes na cultivar Forrest
(Meksen et al., 1999; Njiti et al., 1996). A resisténcia é descrita ainda como parcial,
tendo em vista que, sob alta pressdo de indculo, mesmo 0s gendtipos resistentes muitas
vezes apresentam algum sintoma tipico da podriddo vermelha da raiz (Nijti et al., 1996;
Igbal et al., 2001; Yorinori, 2000; Mueller et al., 2002; Silva et al., 2002; Gésperi et al.,
2003).

Hartman et al. (2000) avaliaram espécies perenes do género Glycine. Entre

elas, varios acessos de G. tomentella foram considerados parcialmente resistentes

(Hartman et al., 2000). Mueller et al. (2002) testaram 6.037 linhagens de soja visando
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identificar fontes potenciais de resisténcia ao grupo de Fusarium spp. causadores da
PVR. Algumas apresentaram sintomas foliares menos severos do que o controle, mas
ndo houve diferengas significativas quanto as lesdes nas raizes (Mueller et al., 2002).
Em um periodo de trés anos, Mueller et al. (2003) avaliaram, em experimentos de casa
de vegetacdo, 2.335 acessos de soja e 90 linhas ancestrais. Trinta e 0ito acessos e nove
linhas ancestrais foram consideradas parcialmente resistentes (Mueller et al., 2003).

Na Argentina, Zamorano et al. (2003) avaliaram 24 cultivares de soja em
experimentos de campo para resisténcia a podriddo vermelha da raiz. Todas as
cultivares apresentaram sintomas da doenga, mas em apenas trés eles foram severos
(Zamorano et al., 2003). No Brasil, Yorinori (2000) testou 246 cultivares e apenas 22
apresentaram resisténcia moderada ao patogeno. Silva et al. (2002) avaliaram 86
genotipos de soja, dos quais quatro ndo apresentaram plantas mortas e cinco tiveram
menos de 10% de plantulas afetadas pela doenca. Gasperi et al. (2003) realizaram
experimentos onde duas formas de inocula¢do foram testadas, o método “palito de
dente” e o método “grdo de sorgo”. Dos 30 geno6tipos testados, apenas um foi
considerado moderadamente resistente quando inoculado por ambos o0s métodos
(Gasperi et al., 2003).

Os relatos de Yorinori (2000), Silva et al. (2002) e Gasperi et al. (2003) foram
todos baseados em experimentos de casa de vegetacdo realizados no Sul do Brasil.
Farias Neto et al. (2000; 2007) relataram resultados de avaliagdes de gendtipos de soja
para resisténcia a PVR, em experimentos de campo na regido dos Cerrados. No ano
2000, dos 164 gendtipos testados, apenas sete apresentaram resisténcia parcial a doenca
(Farias Neto et al., 2000). Em 2007, foi relatado que, das 93 linhagens avaliadas, entre
materiais de ciclo médio e tardio, 13 apresentaram resisténcia parcial a doenca ou foram

assintomaticas (Farias Neto et al., 2007).
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O progresso da doenga e a ocorréncia de perdas dependem fundamentalmente
das condi¢bes ambientais, principalmente umidade e temperatura, 0 que torna a tarefa
de selecionar genotipos resistentes em experimentos de campo, muito mais trabalhosa,
pois esses devem ser instalados em varios locais (Njiti et al., 1996; Rupe; Gbur Junior,
1995). Para favorecer o desenvolvimento do patdgeno nas &reas experimentais durante o
processo de selecdo, pode-se utilizar inoculagéo artificial e irrigagcdo, como relatado por
Farias Neto et al. (2006). Métodos de avaliagdo em casa de vegetacdo também tém sido
testados, tais como os descritos por Stephens et al. (1993), Lim and Jim (1991), Mueller
(2001), Njiti et al. (2001) e Klingesfuss et al., (2002). Mais recentemente, Farias Neto
(2008) avaliou dois métodos de inoculagdo em casa de vegetacdo, de cones e bandeja,
correlacionando os resultados com os obtidos em condigdes de campo. O autor
observou uma correlagdo que variou de 0,51 para 0 método de bandeja a 0,69 para o
método de cones, concluindo que o método de cones pode ser utilizado para avaliar a
reacdo de grande nimero de gendtipos para resisténcia a PVR. Entretanto, é necessaria a
avaliacdo de genotipos nas fases finais de melhoramento em campo, tendo em vista a

possibilidade de obtencdo de resultados contrastantes entre casa de vegetacdo e campo.
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Figura 1. Sintomas da podriddo vermelha da raiz (PVR). Podriddo radicular (1), sintomas foliares iniciais
(2), que posteriormente se tornem mais severos e chamado de “folha carijo” (3 e 4).
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CAPITULO 2

AVALIACAO DE SEVERIDADE DA PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ EM
SOJA CAUSADA POR ISOLADOS DE Fusarium spp.

RESUMO

Nesse estudo avaliou-se a variabilidade fisiol6gica de um grupo de isolados de
Fusarium spp, coletados em diversas regifes de cultivo da soja a partir de lesdes tipicas
da podriddo vermelha da raiz. Foram realizados trés experimentos. A anélise estatistica
demonstrou diferenga significativa entre os isolados e os controles. Em termos de
severidade, ndo houve diferenca estatistica entre as espécies, apesar de pertenceram a
duas espécies distintas, F. tucumaniae e F. brasiliense e terem sido coletados em
diferentes regibes produtoras de soja do pais. Nos dois primeiros experimentos com a
utilizacdo das cultivares Milena e Tuiuil, ndo houve diferenca significativa entre as
duas cultivares utilizadas. Ndo foi observado um padrédo de susceptibilidade ou
resisténcia dos gendtipos. Diferentemente do terceiro experimento, o qual se utilizou as
cultivares Milena e Raimunda, onde se verificou que a cultivar Raimunda é mais
suscetivel em comparacdo com a Milena. Os dados aqui apresentados apontam que,
apesar de haver diferenciacdo molecular e morfoldgica entre as espécies de Fusarium
causadoras da podriddo vermelha da raiz em soja, isso ndo se reflete na interagédo

patégeno-hospedeiro.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a oleaginosa mais cultivada no mundo
(Wilcox, 2004). Tem a sua origem nas regides Norte e Central da China onde é
considerada uma das mais antigas culturas de uso humano. Na safra de 1998/99, os
Estados Unidos, o Brasil, a Argentina, a China, o Paraguai e a india responderam por
93,6% das 158 milhdes de toneladas da producdo mundial de soja. Os Estados Unidos, o
Brasil e a Argentina respondem por 80% da producdo e 90% da comercializacéo
mundial de soja (EMBRAPA SOJA, 2000).

A cultura da soja ocupa posicdo de destaque na economia brasileira, o que
justifica a busca de novas informagfes no sentido de otimizar seu cultivo e reduzir os
riscos de prejuizos. Esta cultura sempre teve consigo uma elevada carga de tecnologia
para o seu cultivo, sendo impulsionada pela expansao continua do mercado consumidor
interno e externo, que pressionou o crescimento da area cultivada e da producdo. Nota-
se que os numeros de produtividade das ultimas safras tém-se elevado devido
principalmente ao desenvolvimento tecnoldgico empregado no manejo desta cultura
(EMBRAPA SOJA, 2004).

Entre meados dos anos 60 e 80, foi significativo o crescimento da cultura da soja
na regido do Brasil Central, envolvendo os estados de MS, MT e GO. A abertura dos
solos sob vegetacdo de cerrado proporcionou o crescimento em area e em produtividade
de diversas grande culturas, porém foi a soja a cultura que mais cresceu em area de
cultivo. Da érea total cultivada na safra 2007/2008 (21.016,1 mil ha), a regido
Norte/Nordeste corresponde a 1967,4 mil ha e a regido Centro-Sul a 19048,7 mil ha

(CONAB, 2008).
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Embora a producdo de soja coloque o Brasil como o segundo produtor mundial
desta oleaginosa, constata-se que a média de produtividade pode ser aumentada. Para
iss0, € necessario que haja um maior controle das doencas, parametro estabelecido como
prioritario nos estudos de demandas de pesquisa (EMBRAPA SOJA, 2000). Entre essas
doengas encontra-se a podriddo vermelha da raiz (PVR).

A cada ano aumenta a importancia econémica da PVR. Na safra de 1998/99, ja
estava presente em uma area equivalente a cerca de 2 milhdes de hectares. As regides
mais afetadas sdo o sul do Parang, Santa Catarina, o Planalto Médio do Rio Grande do
Sul e as regides dos Cerrados com altitudes superiores a 800m. As perdas por regido ou
estado variam de um ano para outro, dependendo da ocorréncia de temperaturas
elevadas e da estiagem na safra. No momento, ndo ha cifras de perdas, porém, os
prejuizos ja atingem milhGes de ddlares. Em casos severos, as perdas, na lavoura,
podem atingir 20%-30% (EMBRAPA SOJA, 2000).

A podriddo vermelha da raiz (PVR), ou também chamada de sindrome da morte
stbita é causada por quatro espécies de fungos: Fusarium brasiliense, Fusarium
cuneirostrum, Fusarium tucumaniae e Fusarium virguliforme segundo Aoki et al.,
(2005) e apresenta como sintomas foliares iniciais, manchas cloréticas que aparecem
entre as nervuras da folha de uma a duas semanas antes da floragdo (Nakajima et al.,
1996). Quando a planta estd entre os estagios de maturacdo R4 e R5 as manchas
cloroticas tornam-se necréticas ou formam estriagdes cloroticas (Nakajima et al., 1996).
Esse sintoma ¢é conhecido como folha “carij6” (Almeida et al.,, 2005). Folhas,
severamente afetadas caem, mas seus peciolos permanecem no caule (Nakajima et al.,
1996). Na raiz, o lenho adquire uma coloragéo castanho-clara, que se estende por varios
centimetros acima do solo, mas a medula permanece branca (Nakajima et al., 1996;

Almeida et al., 2005). A raiz principal apresenta uma mancha avermelhada, logo abaixo
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do nivel do solo, que se expande adquirindo uma coloracdo negra (Nakajima et al.,
1996; Almeida et al., 2005).

N&o existe controle quimico adequado para a podriddo vermelha da raiz e
nenhuma prética cultural tem sido capaz de reduzir seu impacto. Plantios tardios e a
utilizacdo de cultivares precoces minimizam as perdas (Hershman, 1996). A selegéo de
cultivares resistentes tem sido o método de controle mais eficaz. Essa dificuldade de
controle é em virtude da sua sobrevivéncia e da multiplicacdo na maioria dos restos
culturais de espécies cultivadas, principalmente poéceas (Roy et al., 1997).

A rotagdo/sucessdo de culturas apresenta pouco ou nenhum efeito sobre o
patdgeno que é favorecido pela semeadura direta, solo com alta fertilidade e umidade
elevada. Na falta de cultivar resistente, a Unica préatica cultural que tem reduzido a
severidade da doenca é o manejo do solo e a data de semeadura (Wrather et al., 1997).
No momento, ndo h& cultivar definida como resistente, porém, diversas cultivares
apresentaram menor severidade da doenca a campo e em estudos de casa-de-vegetagédo
(Yorinori & Nomura, 1994). Nesse experimento avaliou-se a severidade de um grupo de

isolados de Fusarium spp. coletados em diversas regides de cultivo da soja no Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Teste de patogenicidade dos isolados

Nesse experimento avaliou-se a variabilidade fisiolégica de um grupo de
isolados de Fusarium spp, coletados em diversas regides de cultivo da soja, a partir de
lesBes tipicas da podriddo vermelha da raiz (Tabela 1). Os isolados foram caracterizados
morfologicamente segundo critérios descritos por Aoki, et al. (2005). Ao todo foram
utilizados 60 isolados.

Em tubetes plasticos contendo solo autoclavado, foram semeadas trés sementes
da cultivar de soja Tuiuil que é padrdo de suscetibilidade para PVR. Apos a
emergéncia, fez-se o desbaste deixando apenas duas plantulas por tubete. Os tubetes
foram mantidos em casa de vegetacgdo e irrigados diariamente para manter a umidade do
solo préximo da capacidade de campo.

O indculo foi preparado segundo a metodologia descrita por Costa (1997).
Placas de Petri de vidro (90 mm de didmetro), contendo pontas de palito de dente com
15 mm de comprimento em posi¢do vertical, foram esterilizadas. Em seguida, meio
BDA + estreptomicina foi vertido nas placas, em quantidade suficiente para que apenas
3 mm da ponta dos palitos permanecessem acima do meio de cultura. As placas foram,
posteriormente, repicadas com os 60 isolados, e incubadas em camara de crescimento
durante 13 dias a 25 °C (+ 2 °C) e fotoperiodo de 12 h, para promover a colonizacdo da
ponta dos palitos pelo fungo. No estddio V2 procedeu-se a inoculacdo de plantas
mediante a introducdo de uma ponta de palito colonizada no hipocétilo de cada planta,

na altura média entre o solo e os cotilédones.
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Como o desenvolvimento da infecgdo, fragmentos de haste da pléntula foram
coletados e levada para o laboratério onde se procedeu com a descontaminagdo
superficial com &lcool 70% e hipoclorito. Posteriormente foi feito a repicagem dessas
hastes em meio de cultura (BDA + estreptomicina) para o desenvolvimento do
patdégeno. Apbs 10 dias de incubagdo fez-se nova repicagem dos isolados atraves de
discos do meio de cultura com o micélio. A conservacao da colecdo foi feita em tubos

com meio BDA + estreptomicina.

Preparo do inoculo

Para determinacdo da variabilidade fisioldgica primeiramente foi feita a
multiplicagdo, em placas de Petri com meio de cultura seletivo (BDA + estreptomicina)
dos 60 isolados utilizados. A seguir, as placas foram incubadas a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas por sete dias.

O inbculo foi preparado a partir de sementes de sorgo que inicialmente foram
imersas em agua por 24 horas para que ocorresse a absorcao de agua. No dia seguinte, 0
excesso de agua foi drenado e 30 g de sementes de sorgo foram colocadas em
erlenmeyers de 100 ml. Em seguida, esse substrato foi esterilizado por vinte e cinco
minutos, no dia anterior a inoculacdo. Posteriormente na cadmara de fluxo, acrescentou-
se a cada erlenmeyer trés discos de meio de cultura (BDA) contendo o micélio do
patégeno, cultivados anteriormente. Os erlenmeyers foram colocados em uma camara
de crescimento a 25 °C (fotoperiodo de 12 h) por trés semanas para o desenvolvimento

do fungo.
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Apbs as trés semanas foi feita a contagem de esporos em camara de Neubauer
para verificar a concentragdo de conidios presente no indculo, onde se obteve uma

média de 7,38x10° conidios/ml.

Montagem do experimento

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, onde foram feitas as
inoculagdes e o plantio das sementes de soja em tubetes plasticos. Primeiramente os
tubetes foram preenchidos com 100 ml de solo autoclavado, em seguida 3 g de semente
de sorgo com inéculo foram depositados sobre o solo e cobertos com 20 ml de solo.
Posteriormente trés sementes de soja foram semeadas por tubete e cobertas por mais 20
ml de solo (figura 3), para cada isolado utilizou-se 4 tubetes. Foi feito dois tipos de
controle, um com presenca de sementes de sorgo esterilizadas sem a presenca do
patdégeno e outro apenas com o solo autoclavado. Apos a germinacdo das sementes
realizou-se o desbaste deixando apenas duas plantas por tubete.

Trés cultivares de soja adaptadas as condi¢es do Cerrado foram utilizadas no
experimento: Milena (moderadamente resisténcia), Tuiuil (suscetivel) e Raimunda
(suscetivel). No entanto, esse padrdo de resisténcia foi relatado por Farias Neto, et al.
(2008), a partir de experimentos de campo onde a avaliagdo de severidade da PVR foi
baseada apenas em sintomas foliares. Ao todo foram realizados trés experimentos: dois
com as cultivares Milena e Tuiuil, e um com Milena e Raimunda.

O delineamento utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados com quatro

repeticdes por isolado por cultivar, cada repeticdo com um tubete contendo duas plantas.
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Avaliagoes

As avaliagBes da severidade dos isolados foram feitas 30 dias ap6s o plantio
através da pesagem da massa seca das raizes. Onde se retirou todo o solo das raizes
através de sua lavagem e cortou-se a parte aérea das plantulas. As raizes coletadas
foram identificadas e colocadas em sacos de papel e incubadas em uma estufa por nove
dias para secagem e posteriormente foi feita a pesagem.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e os valores médios de
massa seca de raiz por isolado, foram comparados através do teste de Tukey (P=5%). A
andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa SigmaStat 2.0 da

Jandel Corporation (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os trés experimentos houve uma diferenca significativa entre os 60
isolados e os controles, onde observamos uma grande deterioracdo do sistema radicular
das plantulas (Figura 4), onde a média de porcentagem de perdas de massa seca de raiz
ficou em 67,5%. Entretanto ndo ocorreu uma diferenciacdo significativa entre as
cultivares utilizadas, em termos de severidade da doenca. Devido a esse motivo todos 0s
experimentos foram avaliados juntos, considerando apenas como cultivares
moderadamente resistentes e suscetiveis.

Dentre os 60 isolados avaliados, 0s que causaram a PVR com maior severidade
foram os isolados 47, 23, 37, 53, 40, 11, 57 e 21, com perdas variando de 86,9 a 80,7%.

Ja os isolados que provocaram uma menor deterioracdo do sistema radicular das
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plantulas foram os isolados 58, 27, 3 e 46 com porcentagens de perdas de massa seca de
raiz entre 50,7 a 46,4% (Tabela 1).

Atraveés da andlise de variancia e os valores médios da porcentagem de perda de
massa seca da raiz comparados pelo teste de Tukey (P=5%), ficou comprovado que ndo
houve diferenca estatistica dentro do grupo de isolados, apesar de pertencerem a duas
espécies distintas que sdo prevalentes no Brasil, Fusarium tucumaniae e F. brasiliense
(Aoki, 2005). Nao se notou diferengas significativas de severidade da PVR em relagdo
as diferentes regides geograficos onde foram feitas as coletas, resultado semelhante aos
obtidos por Li, et al (2009).

Os resultados obtidos foram diferentes dos experimentos realizados por Farias
Neto, et al. (2008), onde n&o foi observado um padréo de suscetibilidade ou resisténcia
dos gendtipos utilizados. Os sintomas foliares foram raros nos experimentos em casa de
vegetacdo, provavelmente devido ao método de inoculacdo, que ndo permite escape,
ocasionando uma maior e mais rapida deterioracdo do sistema radicular das plantulas.
Além disso, em campo os sintomas foliares aparecem tardiamente, quando a planta
atinge os estaddios R4/R5. Assim, ndo haveria tempo habil para que as lesdes se
desenvolvessem no experimento em casa de vegetacdo. No entanto, era esperado que a
cultivar Milena apresentasse um desempenho superior a Tuiuil. Logo, os dados

b

sugerem que nao ha correlacdo entre resisténcia “de raiz” e a baixa severidade de
sintomas foliares. Alguns autores ja afirmaram que a severidade dos sintomas foliares é
um fator pouco eficiente para a avaliagdo a resisténcia da soja a PVR ocorrendo com
freqiiéncia a auséncia de sintomas foliares em plantas infectadas (Njiti et al., 1997).
Outra hipdtese levantada por Li, et al (2009) é que alguns isolados podem ser

bons colonizadores da raiz, mas entretanto podem ou ndo ser bons produtores de toxinas

que causam os sintomas foliares. Partindo deste pressuposto fica evidente que apenas
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avaliagOes dos sintomas foliares ndo sdo suficientes para estudos sobre resisténcia de
cultivares a esses patdgenos.

Os dados aqui apresentados apontam que, apesar de haver diferenciacdo
molecular e morfoldgica entre as espécies de Fusarium causadoras da podriddo
vermelha da raiz em soja, isso ndo se reflete na interacdo patdgeno-hospedeiro. Essa
uniformidade é um fator positivo para os programas de melhoramento, pois uma
cultivar desenvolvida para a resisténcia a fusariose da soja devera ter desempenho

similar, independente da regiéo de plantio.
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Tabela 1. Comparacdo dos valores médios percentuais da perda de massa seca da raiz de plantulas de soja
inoculadas com isolados de Fusarium spp. causadores da podriddo vermelha da raiz (PVR), em casa de
vegetacdo (Embrapa Cerrados — Planaltina, DF).

IS' PMS*% Local E* IS PMS%  Local E
47 86,909  Passo Fundo/RS Fb? - - Continuagéo -
23 8319fg  RioVerde/GO F 43 6esabyg  Sio Gotardo/MG Fb
87 82971y Passo Fundo/ RS Ft 19 6654b-g SdoJodo D'Alianga/GO  Ft
53 8279fg  Luziania/GO Fb o 17 6614bg Luzinia/GO Ft
40 82,59 fg  Brasilia/DF SDS 1 Fb 33 6582b-g Tupirama/TO 5
11 8205fg  ltuverava/sp Fb o 38  6522b-g Passo Fundo/RS Ft
57 80,82 e-g Cristalina/GO Fb 9 65,17b-g Floresta/PR Fb
21 80,69d-g Passo Fundo/RS Ft 35 64,33b-g Formosa/GO Fb
60 77,54 c-g Cristalina/GO Fb 15 64,20b-g  Luziania/GO Ft
13 76,70 c-g  Cristalina/GO Ft 30 64,18b-g  Silvania/ GO Ft
59 7637b-g  Cristalina/GO Fb 34 63,57 b-g  Pedro Afonso/TO Fb
7 76,10 b-g  Campo Mourdo/PR Fb 32 6353b-g  Silvania/GO Ft
20 74,62b-g Rio Verde/GO Ft 29 6344b-g Silvania/GO Ft
81 7442b-g  Silvania/GO Ft 56 6212b-g Londrina/PR Fb
4 73,58 b-g  Campo Mouréo/PR Fb 29 61,77b-g  Rio Verde/GO Ft
50 72,69b-g Formosa/GO Fb 14 6024b-g Cristalina/GO Fb
2 71.82b-g  Passo Fundo/RS Ft 42 60,19b-g Brasilia/ DF SDS 5 Fb
52 71,72b-g  Ponta Grossa/PR Fb 36 59,00b-g Formosa/GO Fb
48 71,62 b-g Chapaddo do Sul/ MS Fb 6 58,54b-g Ponte Nova/MG Ft
8 70,54b-g  Brasilia/ DF SDS-2 Fb 51 5798b-g Ponta Grossa/PR Fb
44 7033b-g Planaltina/ DF Ft 41  5739b-g Brasilia/DF SDS 3 Fb
5 70,22 b-g  Campo Mourdo/PR Fb 10 56,28 b-g S&o Joaquim da Fb
25 69,93 b-g S&o Jodo D'Alianca/GO  Fb ' Barra/SP

49 69,31 b-g  Ponta Grossa/PR Fb 26 56,13b-g  PAD/DF Fb
16 69,27 b-g  Luziania/GO Ft 18 54,46 b-g  Luziania/GO Ft
55 69,25 b-g  Ponta Grossa/PR Fb 28 53,08 b-f  Rio Verde/GO Ft
45 69,18 b-g  Planaltina/DF Ft 58 50,74 b-e  Chapad&o do Sul/ MS Fb
1 68,78 b-g Chapaddo do Sul/MS  Fb 27 50,72b-d  Luziania/GO Fb
12 68,46 b-g  Cristalina/GO Ft 3 48,76 bc  Séo Gotardo/ MG Fb
39 67,40 b-g  Planaltina/DF Fb 46 46,42 b Passo Fundo/RS F
24 67,08 b-g  Planaltina/DF Ft Cl  0000a

54 66,60 b-g  Passo Fundo/ RS Fb DMS** 30,08**

*Classificacdo taxondmica das espécies segundo critérios morfoldgicos descritos por Aoki, et al. (2005).
**Diferenca minima significativa, segundo teste de Tukey (P=5%).
! Isolados.
2 Porcentagens de massa seca perdida.
% Fusarium brasiliense

* Fusarium tucumaniae

® Fusarium sp.
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Figura 3. Esquema do processo de inoculagdo para a avaliagdo da severidade de isolados de Fusarium

spp. causadores da PVR.
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Figura 4. Sistema radicular das plantulas de soja, mostrando a diferenca entra as plantas inoculadas
(esquerda) e o controle (direita).
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ISOLADOS DE
Fusarium spp. CAUSADORES DA PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ EM SOJA

RESUMO
A podriddo vermelha das raizes da soja (PVR), ou sindrome da morte sUbita

causada pelos fungos Fusarium tucumaniae, F. brasiliense, F. cuneirostrum e F.
virguliforme tem sido observada nas principais regides produtoras de soja do pais.
Objetivou-se nesse trabalho, averiguar a diversidade genética de isolados de Fusarium
spp. causadores da PVR, coletados em regides produtoras de soja no Brasil. Ao todo
foram utilizados 56 isolados comparados através de RAPD com o auxilio de 12 primers
de sequéncia arbitraria. Através da analise de agrupamento dos produtos de
amplificacdo, foram calculadas as distancias genéticas entre todos os isolados e ficou
clara a tendéncia de separacdo em trés grupos distintos com 49% de similaridade. No
maior dos clados, observou-se um agrupamento de isolados de F. brasiliense, no
segundo grupo ficaram concentrados os isolados de F. tucumaniae. O terceiro clado foi
composto por apenas dois isolados, provavelmente pertencentes a uma terceira espécie
de Fusarium do complexo da PVR. Dentre os isolados analisados, 59,3% séo da espécie
F. brasiliense e 40,7 % sdo de F. tucumaniae. Os resultados obtidos poderdo auxiliar
em estratégias de controle desta doenca e servir como base para estudos sobre
melhoramento genético da soja visando a resisténcia a esse patdgeno. Isolados das duas
espécies foram encontrados nas regides sul, sudeste e centro-oeste, sendo que nesta
ultima foi coletada a maioria dos isolados, 51,4% era de F. brasiliense e 48,6% de F.

tucumaniae.
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INTRODUCAO

A soja foi introduzida no Brasil por Gustavo Dutra, na Bahia em 1882, e foi
cultivada pela primeira vez em S&o Paulo por Daffert, em 1892, no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC). Sendo o pais pioneiro no cultivo de soja em regides
com latitude menores que 20° (Roessing & Guedes, 1993; Sediyama et al., 1985).
Atualmente essa cultura é a principal commodity de exportacdo no pais e a sua
producdo cresce a cada ano.

A cadeia produtiva da soja é de suma importancia para a economia brasileira.
Em 2005, as exportacbes do complexo totalizaram US$ 9,48 bilhGes, o equivalente a
20,9% do saldo positivo da balanca comercial do Pais. Além disso, a soja destaca-se
como a principal cultura explorada no mercado interno, respondendo por cerca de 45%
da producdo brasileira de grdos. Em nivel mundial, o Pais ja é o segundo maior
produtor, atrds apenas dos Estados Unidos, e o0 maior exportador (Pinazza, 2007).

As doencas estdo entre os principais fatores limitantes a obtencdo de elevados
rendimentos para essa cultura, sendo a podridao vermelha das raizes da soja (PVR) ou
sindrome da morte subita (“sudden death syndrome”), um dos problemas fitossanitarios
que vem se destacando na atualidade. No Brasil, a doenga foi observada pela primeira
vez, na regido de S&o Gotardo — MG na safra de 1981/82 e somente a partir dos anos 90
€ que passou a causar prejuizos maiores. Nas safras de 1992/93 e 93/94, a PVR foi
registrada nos estados de MS, GO, RS, e SC, tendo aumentado a importancia de forma
generalizada nos Cerrados (Yorinori et al., 1993; Yorinori, 1994).

Pela provavel natureza poligénica da resisténcia a PVR e pela grande influéncia
do ambiente na intensidade de manifestagdo dos sintomas, aliados ao fato da

inexisténcia de um método de controle quimico ou cultural eficiente, a PVR tornou-se,
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sem davida, uma grande preocupac¢do para os sojicultores, técnicos e pesquisadores nas
regides onde sua ocorréncia ja foi constatada (Fronza, 2003).

Inicialmente, o agente causal da sindrome da morte subita (SDS) ou podridao
vermelha da raiz (PVR), foi identificado e caracterizado como Fusarium solani (Mart.)
Sacc (Roy et al., 1989; Rupe, 1989). Posteriormente, baseado em diferencas de
patogenicidade, o fungo foi classificado como Fusarium solani f. sp. glycines (Roy,
1997). Entretanto, em estudos recentes, associando analises moleculares, anélises de
caracteristicas morfoldgicas e de patogenicidade do fungo, foi constatado que havia
diferengas suficientes para separar em quatro espécies: Fusarium brasiliense, Fusarium
cuneirostrum, Fusarium tucumaniae e Fusarium virguliforme (Aoki et al., 2005).
Arruda et al. (2005) confirmaram a observagdo de Aoki et al. (2005) de que a espécie
prevalente no Brasil é F. tucumaniae. No entanto um estudo mais aprofundado, com um
maior nimero de isolados se faz necessario.

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) que é baseada no
principio da PCR (Polymerase Chain Reaction) é bastante eficiente para este tipo de
estudo segundo Williams et al. (1990) e Welsh & McClelland (1990). Esta técnica
envolve a amplificacdo de regides anbnimas dispersas pelo genoma, onde a estratégia €
a utilizacdo de iniciadores ou primers curtos e aleatérios que se anelam a diferentes
locais no DNA genémico (Fungaro, 2000).

Os marcadores de RAPD permitem gerar uma grande quantidade de informac6es
sobre a diversidade genética. Em geral, os dados sdo obtidos na forma de matriz
composta por certo nimero de genotipos que podem ser variedades, isolados ou clones,
genotipados para dezenas ou centenas de marcadores RAPD, obtidos com um ou mais

primers. O numero de marcadores permite uma analise extensiva dos genomas de
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interesse diretamente da molécula de DNA, consequentemente sem influéncia do
ambiente (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Neste contexto, diversos trabalhos tém sido realizados com RAPD no género
Fusarium envolvendo andlise da variabilidade, mapeamento genético, diferenciacdo de
isolados, estudo de populagdes, dentre outros (Bentley et al., 1995). Assim o objetivo
deste trabalho foi analisar a variabilidade genética de isolados de Fusarium spp

causadores da PVR, em diversas regides do pais atraves da técnica de RAPD.
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MATERIAIS E METODOS

Material bioldgico

Foram utilizados 56 isolados, oriundos de diversas regides produtoras de soja do
pais a partir de lesGes tipicas da podriddo vermelha da raiz (Tabela 2). Os isolados puros
foram repicados em placas de Petri, contendo o meio de cultura BDA (batata dextrose
agar) e incubados a 25 °C a um fotoperiodo de 12 hora por sete dias para seu
desenvolvimento. Como padrdo de comparacdo foi utilizado um isolado de Fusarium

solani cedido pela Dra. Marta Aguiar da Embrapa Cenargen.

Extracdo de DNA

Utilizou-se o protocolo de extracdo de DNA do fungo pelo método CTAB
(Cetyltrimethyl ammonium bromide) (Zolan e Pukkilla, 1986) com modificacoes.
Primeiramente preparou-se o tampdo de extracdo CTAB (Tabela 2), logo ap6s coletou-
se aproximadamente 60 mg de micélio, o qual foi colocado em tubos Eppendorfs de 2,0
ml autoclavados. Em seguida adicionou-se 450 pl de tamp@o CTAB e se colocou em
banho a 65° C por 30 minutos. Logo ap0s acrescentou-se 400 pl de cloroférmio com
alcool isoamilico (24:1), agitou-se por 10 minutos até que se formou uma emulsao.
Posteriormente todos os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos.

Ao finalizar a centrifugacdo foram coletados 200 ul do sobrenadante para novos
tubos de Eppendorf autoclavados. Completou-se com 200 ul de isopropanol gelado e
inverteu-se cada tubo varias vezes, por aproximadamente 2 minutos. Em seguida foram
colocados em geladeira por 30 minutos a 5° C, logo depois foram centrifugados a 7000

rpm por 10 minutos.
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Seguindo o protocolo, ap6s acabar a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado
e os pellets foram lavados com 200 ul de alcool 70% e centrifugados por 5 minutos a
7000 rpm. Deixou-se secar completamente e foram ressuspendidos em 100 pl de &gua
milli-Q contendo RNAse na concentragdo final de 40 pg/ml. Logo ap6s os tubos foram
colocados em banho-maria a 37° C por 30 minutos para dissolver o pellet. Ao final
realizou-se a quantificacdo do DNA através de leitura em espectrofotometro (UV a

260), e posteriormente todos os tubos foram armazenados em freezer.

Escolha dos primers

Foram utilizados primers universais da invitrogen (OPD 7, OPD 4, OPA 11,
OPB 9, OPB 7, OPB 17, OPF 14, OPE 20, OPE 11, OPD 16, OPD 8, OPF12, OPH 16,
OPG 19, OPG 17, OPG 8, OPG 5, OPF 17, OPB 1, OPB 6, OPA 20, OPA 3, OPR 8,
OPR 6). Inicialmente fez-se a diluicdo dos primers em agua Milli Q, posteriormente foi
feito um teste com quatro isolados, onde foram escolhidos os primers que apresentaram
0s melhores padrdes de bandas. Os primers com melhores resultados obtidos foram:
OPD 7, OPD 4, OPD 9, OPB 7, OPB 17, OPF 14, OPE 20, OPE 11, OPD 8, OPF12,

OPG 17, OPG 5, OPB 6, OPA 3, OPR 8.

Amplificacdo do DNA — RAPD

Para a amplificagcdo das amostras utilizou-se uma mistura conforme descrito na
Tabela 3. Apés o preparo do mix, pipetou-se 13 pl da solucdo para cada pogo da placa e

em seguida 3 pl do DNA na concentragdao de 5 ng/ul, adicionando logo apo6s o 6leo
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mineral para evitar a evaporacdo e levou ao termociclador (modelo PTC-100 da MJ
Research, Inc) como o seguinte programa: no primeiro passo com 94° C por dois
minutos, no segundo foram 40 ciclos de 94° C a 15 segundos, 35° C a 30 segundos e
72° C por um minuto e meio. No terceiro passo foram 72° C por 6 minutos.

Apobs o processo de amplificacdo, as reacdes de PCR foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TAE 1x. Para o preparo do gel de
corrida, utilizou-se 5g de agarose dissolvida em 500 ml de solugdo tamp&o. O gel foi
corado com brometo de etidio, para visualizagdo dos fragmentos em transiluminador de

UV e em seguida fotodocumentado.

Anélise computacional dos dados

Para a andlise do produto do RAPD foi utilizado o programa BioNumerics. Os
dados foram introduzidos no software, que possui a fungéo de principal de analisar um
grande numero de conjuntos de informacdes, o qual faz uma selecdo através de
diferencas e similaridades, sintetizando e agrupando os resultados em respostas
conclusivas.

Os dados foram inseridos como varidveis binarias, ou seja, o nimero 1
significando presenca de banda e o nimero 0, a auséncia. Desta maneira, este programa
construiu uma matriz, utilizando-se do coeficiente de similaridade Jaccard, que compara
0 numero de presencas de bandas comuns e o total de bandas envolvidas, excluindo o
numero de auséncias conjuntas (a/a+b+c, sendo que a significa a quantidade de marcas
positivas concordantes e b e c significa o nUmero de marcas discordantes). Estes dados

da matriz de similaridade foram entdo utilizados pelo programa para a construcdo de
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dendrogramas pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Average) o qual estabeleceu relages genéticas entre os diferentes isolados.
A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar analises de dispersao
grafica baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas
principais, com auxilio do Programa SAS e Statistica (Statsoft Inc., 1999). O ajuste
entre a matrizes de distancia e o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de
correlacdo cofenética (r), conforme Sokal & Rohlf (1962), por meio do programa

computacional NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de polimorfismo dos isolados foi realizada utilizando 12
oligonucleotideos de seqiiéncia arbitraria. Os 12 primers selecionados (OPD 7, OPB 9,
OPE 20, OPE 11, OPD 8, OPF12, OPG 17, OPG 5, OPB 6, OPA 3, OPR 8) foram
analisados e geraram um padréo de bandas bem distinto que proporcionou a observagéo
de um total de 1423 fragmentos polimorficos. Os amplicons obtidos com os 12 primers
analisados geraram fragmentos que variaram de 2,5 a 0,1 kb.

A utilizagdo da técnica de RAPD possibilitou a diferenciacdo de isolados em
espécies causadoras da PVR. A andlise do padrdo de bandas gerado por cada primer
utilizado permitiu a construgdo de uma matriz de similaridade segundo o coeficiente de
Jaccard. O método de UPGMA construiu um dendrograma (Figura 5), onde foram
observados diferentes niveis de similaridade (90,5 % a 49,0%).

Através dos produtos de amplificacdo gerados, foram calculadas as distancias
genéticas, analisadas ao pares, entre todos os isolados e ficou bem clara a tendéncia de
separagdo entre trés clados distintos de isolados de Fusarium spp. (Figura 5). A partir
do dendrograma gerado foi possivel a observacdo de uma grande variabilidade genética
entre os isolados, onde ocorreu a separagdo em grupamentos distintos com 49% de
similaridade. No primeiro clado, observou-se um agrupamento de isolados de Fusarium
brasiliense (de acordo com critérios morfolégicos de Aoki, 2005), no segundo grupo
ficaram concentrados os isolados de F. tucumaniae segundo critérios morfolégicos de
Aoki (2005). O menor dos grupos formado foi composto de apenas dois isolados (46 e
33), pertencentes provavelmente a uma terceira espécie do complexo da podriddo

vermelha da raiz de soja.
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No trabalho de O’Donnel e Gray (1995), através do sequenciamento de uma
regido de aproximadamente 600 bp amplificada com os primer ITS5 e NL4, foi
constatado pela primeira vez que isolados de Fusarium solani f. sp. glycines formaram
um grupo geneticamente distinto de F. solani ndo causadores da podriddo vermelha da
raiz em soja. Li et al. (2000) e Achenbach et al. (1996) ja utilizaram a anélise de
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), onde apontaram que os isolados
causadores da podriddo vermelha da raiz em soja, seriam um grupo distinto de F. solani
f. sp. phaseoli e que até poderiam formar uma outra forma specialis. Arruda et al.
(2005) também confirmaram o agrupamento de isolados causadores da PVR separado
dos isolados de F. solani ndo relacionados a doenga.

Dentre os isolados analisados, 59,3% sdo da espécie F. brasiliense e 40,7 % sdo
de F. tucumaniae, conforme avaliacbes morfoldgicas. Esse resultado mostrou-se
diferente dos obtidos por Arruda et al. (2005) e por Aoki et al. (2005), que afirmaram
ser F. tucumaniae a espécie prevalente no Brasil. No primeiro clado observamos que ao
redor de 82% dos isolados eram de F. brasiliense, ja no segundo clado cerca de 80% de
F. tucumaniae. Nao houve a associa¢do dos isolados em relacdo a regido geografica
onde foram coletados, ou seja, em uma mesma regido pode ser encontrado mais de uma
espécie do patégeno.

Apenas caracteristicas culturais e morfolégicas ndo sdo suficientes para
identificacdo de espécies de Fusarium causadores da PVR, devido principalmente a
grande variabilidade genética existente entre os isolados. A utilizacdo de estudos
moleculares é uma alternativa bastante eficiente, fornecendo dados mais precisos para a
caracterizacdo de isolados, além de estabelecer um padréo de relacGes filogenéticas.

Pode-se considerar que as similaridades e diferencas nos padrées de bandas obtidos
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através da técnica de RAPD, é uma ferramenta molecular atil em estudos de
variabilidade genética de espécies de Fusarium causadoras da PVR.

Levando em consideracdo a importancia da soja na economia nacional bem com
as perdas provocadas pela podriddo vermelha da raiz (PVR), os resultados encontrados
no presente trabalho, sdo informacdes relevantes que poderé@o auxiliar no entendimento
da estrutura populacional e da variabilidade genética presente no complexo da PVR em
diversas regides produtoras de soja do Brasil. Esse estudo podera possibilitar em uma
melhor utilizagdo pratica para estratégias de controle desta doenca. Além de servir como
base para posteriores estudos sobre melhoramento genético visando a resisténcia de

plantas a esse patégeno.
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Tabela 2. Relagdo de isolados da colecdo de Fusarium spp. associados a raizes de soja, utilizados no

experimento, com seus nimeros de identificacdo e respectivos locais de coleta e espécies.

ISt Local Espécie* IS Local Espécie

1 Chapadao do Sul - MS F. brasiliense Continuacédo

2 Passo Fundo — RS F. tucumaniae 31 Silvania— GO F. tucumaniae
3 Séo Gotardo - MG F. brasiliense 32 Silvania - GO F. tucumaniae
4 Campo Mourdo — PR F. brasiliense 33 Tupirama - TO Fusarium sp

5 Campo Mourdo — PR F. brasiliense 34 Pedro Afonso — TO E. brasiliense
6 Ponte Nova - MG F. tucumaniae 35 Formosa — GO F. brasiliense
7 Campo Mourdo - PR F. brasiliense 36 Formosa — GO F. brasiliense
8 Brasilia - DF SDS-2* F. brasiliense 37 Passo Fundo — RS F. tucumaniae
9 Floresta- PR F. brasiliense 38 Passo Fundo — RS F. tucumaniae
10  Sdo JoaquimdaBarra-SP F. prasiliense 39 Planaltina — DF F. brasiliense
11 Ituverava — SP F. brasiliense 40 SDS 1* F. brasiliense
12 Cristalina - GO F. tucumaniae 41 SDS 3* F. brasiliense
13 Cristalina — GO F. tucumaniae 42 SDS 5* F. brasiliense
14 Cristalina— GO F. brasiliense 43 Séo Gotardo — MG F. brasiliense
15 Luziania— GO F. tucumaniae 44 Planaltina — DF E. tucumaniae
16 Luziania—- GO F. tucumaniae 45 Planaltina — DF F. tucumaniae
17 Luziania— GO F. tucumaniae 46 Passo Fundo — RS Fusarium sp
18 Luziania—- GO F. tucumaniae 47 Passo Fundo — RS F. brasiliense
19 S8o Jodo D'Alianca— GO E. tucumaniae 48 Chapadéo do Sul — MS E. brasiliense
20 Rio Verde - GO F. tucumaniae 50 Formosa — GO F. brasiliense
21 Passo Fundo — RS E. tucumaniae 52 Ponta Grossa — PR F. brasiliense
22 Rio Verde — GO F. tucumaniae 54 Passo Fundo — RS F. brasiliense
23 Rio Verde - GO F. tucumaniae 55 Ponta Grossa — PR E. brasiliense
24 Planaltina — DF F. tucumaniae 56 Londrina — PR F. brasiliense
25 S8o Jodo D'Alianca— GO . prasiliense 57 Cristalina— GO E. brasiliense
26 PAD - DF F. brasiliense 58 Chapaddo do Sul -MS  F. prasiliense
27 Luziania—- GO F. brasiliense 59 Cristalina— GO F. brasiliense
29 Silvania - GO F. tucumaniae 60 Cristalina — GO F. brasiliense
30 Silvania - GO F. tucumaniae 61 Cenargen E. solani

*Classificagdo taxondmica segundo critérios morfolégicos descritos por Aoki, et al. (2005).
! Isolados pertencentes & colegéo.
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Figura 5. Analise de agrupamento de 57 isolados de Fusarium spp. com base na matriz de distancias

genéticas calculadas utilizando 1423 marcadores moleculares RAPD. O método do UPGMA foi utilizado
como critério de agrupamento. A barra superior corresponde ao percentual de similaridade.
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Figura 6. Perfis de RAPD amplificados com o primer OPG — 17 dos isolados estudados de Fusarium spp.
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Figura 7. Anélise de RAPD das amplificacdes como os primers, OPA - 3 e OPG -17, dos isolados
estudados de Fusarium spp., gerados pelo programa Bionumerics.
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Tabela 3. Componentes da reacdo de amplificagdo do DNA de Fusarium spp. e respectivas concentracfes
utilizadas em uma reacéo.

Reagentes Concentracdo Estoque Concentracdo Final Uma reacao (ul)
DNA 5 ng/ul 12— 15 ng/ul 3,0
Buffer 5X 1X 1,3
MgCl, 50 mM 3mM 0,78
dNTP 10 mM 0,1 mM 0,13
Primer 10 mM 0,4 um 1,3

Taq 5 U/pl 1U 0,20

H,O Milli Q Completar para 13 pl 6,29
Volume final 13 pl 13 13

Tabela 4. Componentes com quantidade e respectivas concentracdes utilizadas no preparo da solucéo
tampédo CTAB.

Componente Quantidade [ ]final
CTAB 7% 109 2%
EDTA0,5M, pH 8,0 20 ml 20 mM
Tris-HCL 1 M, pH 8,0 50 ml 100 mM
NaCl5M 140 ml 14M
Agua milli-Q 500 ml -
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ANEXOS - Caracteristicas de Fusarium brasilienses. F. cuneirostrum, F. virguliforme
e F. tucumaniae, segundo Aoki (2005) e Aoki (2003).

Figuras 2-21. Morfologia de Fusarium brasiliense cultivado em escuro (2-12, 18-21 em SNA; 13-17 em
BDA; 8 e 11-21 montado em &gua). 2-6 Conidios formados em conidi6foros finos em hifas na superficie
do meio de cultura. 7 e 8 Microconidios formados em conidi6foros curtos decorrentes de hifas na
superficie do agar. 9-11 Conidios esporodoquiais e conididforos. 12-15 Conidios esporodoquiais
cultivados em SNA (12) e BDA (13-15); septos séo indistintos em conidios imaturos em BDA (13 e 14),
mas tornam-se evidentes em conidios maduros (15). 16 e 17 levemente curvo, curto clavado, conidios
esporodoquiais septados formados em BDA. 18 e 19 clamiddsporos nas hifas. 20 e 21 clamiddsporos em
conidios (Aoki, 2005).
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Figuras 23-43. Morfologia de Fusar

SNA; 35-40 cultivados em meio BDA,; 28,33-43 montado em agua). 23-26 conidios falciformes formados
em conidioforos delgados decorrentes de hifas na superficie do dgar. 27 e 28 Microconidios formados em
conidioforos curtos decorrentes de hifas na superficie do 4gar. 29 microconidios formados em
conidioforos curtos adjacente a um conidiéforo esporodoquial. 30-32 conidios e conidioforos
eporodoquiais formados na superficie do agar. 33-38 conidios esporodoquiais falciformes produzidos em
SNA (33 e 34) e BDA (35-38); septos sdo indiscerniveis em conidios imaturos em BDA (35 e 36), mas
tornam-se visiveis em conidios maduros (37 e 38). 39 e 40 conidio esporodoquial levemente curvo, curto
clavado 0-1 septo formada em cultura no BDA. 41 clamidésporos em conidios. 42 e 43 clamiddsporos
nas hifas (Aoki, 2005)
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Figuras 20-27. Conidios e conldloforos de Fusarlum wrgullforme cultivadas em SNA no escuro (20-
24,26: montado em agua). 20-24. conidios aéreos falciforme formados em conidiéforos delgados
decorrentes de hifas em agar. 25. Conidioforos delgados, ramificados. 26. Microconidios formados em
conidioforos curtos em cabeca falsa. 27. Conidios aéreos septados, curtos, clavado a oblongo (Aoki,
2005).
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Figuras 28-46. Conidios esporodoéquiais, conidiéforos e clamidosporos de Fusarium virguliforme
cultivados no escuro (28: vista aérea, 29-46: montado em agua) 20, 28 e 30 conidi6foros ramificados

formando esporodoquio, conidios falciforme, cilindricos curvados; microconidios em forma de virgula

formados no mesmo conidiéforo. 31-34. conidios esporodoquiais observados em SNA (31) e BDA (32-
34); septacdo é obscurecida em conidio jovem em BDA (32), mas se torna claro como vactolos na forma
de conidios (33,34). 35-41 conidios em forma de virgula formados apenas em BDA. 42-45 clamiddsporos
terminais ou intercalados nas hifas. 46: Clamiddsporos de conidios. 28, 29, 31, 42-45 cultivadas em SNA

e 30, 32-41, 46 em BDA (Aoki, 2003).
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Figuras 11-18. Conidios esporodoquiais, conidiéforos e clamiddsporos de Fusarium tucumaniae
cultivadas no escuro (montado em agua) 11 e 12: conidiéforos ramificados formando conidios falciforme,
cilindricos e curvados. 13-15: conidios esporodoquiais, observado em SNA (13) e BDA (14 e 15);
septacdo é obscurecida em conidios imaturos em BDA (14), septos ficam mais claros em conidios
maduros (15). 16 e 17: clamiddsporos em hifas. 18: Clamidésporo em conidio.11-13 ,16-18 cultivadas
sobre SNA, e 14 e 15 em BDA (Aoki, 2003).

60



