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RESUMO GERAL

Dissertacdo de Mestrado
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CARACTERIZAQAO, TOXICIDADE E PATOGENICIDADE DE Fusarium spp. EM
GENOTIPOS DE SOJA EM SISTEMA PLANTIO DIRETO
AUTOR: PAOLA MENDES MILANESI
ORIENTADORA: ELENA BLUME
LocAL DE DATA DA DEFESA: SANTA MARIA, 27 DE FEVEREIRO DE 2009.

A Podriddo Vermelha da Raiz da soja (PVR), causada por espécies de Fusarium, é uma
doenca de dificil controle, ndo existindo técnicas de manejo e cultivares resistentes que
tenham resultados positivos a longo prazo. Assim, este trabalho objetivou quantificar
populacdes de Fusarium spp. e Trichoderma spp. associadas a oito genoétipos de soja,
cultivados em sistema plantio direto, observar se o biocontrole de Fusarium spp. difere entre
isolados de Trichoderma spp., identificar isolados de Fusarium spp. obtidos de diferentes
genotipos e verificar sua toxicidade e patogenicidade a dois genétipos de soja. Amostras de
solo e raizes foram coletadas em parcelas experimentais na Fundacdo Centro de
Experimentacdo e Pesquisa (FUNDACEP), obtendo-se isolados de Fusarium spp. e
Trichoderma spp. N&o houve diferenca na populacdo de Fusarium spp. em plantas com
sintomas de PVR entre os diferentes gendétipos. Para Trichoderma spp., houve diferenca
entre as populacdes nos gendtipos de plantas com e sem sintomas de PVR, tendo o
gendtipo CEPS 06006 RR apresentado maior populacdo do antagonista. No teste de
confronto direto, oito isolados de Trichoderma spp. obtiveram a melhor nota (um), em
relacdo a Fusarium spp. e isolados de Trichoderma spp. oriundos de solo em areas com o
sintoma de PVR foram mais eficientes. Foram identificadas nove espécies de Fusarium: F.
avenaceum, F. solani, F. equiseti, F. acuminatum, F. kyushuense, F. graminum, F.
subglutinans, F. verticillioides e F. lateritium. Todos os isolados de Fusarium spp.
provocaram clorose internerval, necrose e morte de plantulas no teste de toxicidade. No
teste de patogenicidade, em plantas inoculadas com o patégeno houve aumento na massa
seca de parte aérea e de raizes, no niumero de vagens, indicando que pode haver

especificidade das espécies estudadas em relacao ao genotipo.

Palavras-chave: Podriddo Vermelha da Raiz; Trichoderma; biocontrole; metabdlitos tdxicos;



ABSTRACT GENERAL
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CHARACTERIZATION, TOXICITY AND PATHOGENICITY OF Fusarium spp. IN
SOYBEAN GENOTYPES UNDER NO TILLAGE

AUTHOR: PAOLA MENDES MILANESI
ADVISOR: ELENA BLUME
LOCATION AND DATE OF PRESENTATION: SANTA MARIA, 27 FEBRUARY 2009.

The sudden death syndrome (SDS), caused by species of Fusarium, is a disease difficult to
control and there are no management techniques and resistant cultivars that give long-term
positive results. This study aimed to assess populations of Fusarium spp. and Trichoderma
spp. associated to eight soybean genotypes, cultivated under no tillage; to determine if the
control of Fusarium varies among isolates of Trichoderma, to identify isolates of Fusarium
spp. obtained from different genotypes, and to determine their toxicity and pathogenicity to
two genotypes of soybean. Soil and roots were collected from experimental plots located at
the Fundacéo Centro de Experimentacdo e Pesquisa (FUNDACEP), obtaining isolates of
Fusarium spp. and Trichoderma spp. There were no differences in the population of
Fusarium spp. in plants with symptoms of SDS among the different genotypes. For
Trichoderma spp. there was a significant difference among genotypes from plants with and
without symptoms of SDS and the genotype CEPS 06006 RR had the biggest population of
the antagonist. In the direct confrontation test, eight isolates of Trichoderma spp. obtained
the highest score (1) in relation to the control of Fusarium spp. and isolates of Trichoderma
spp. from soil of areas with the SDS symptom were more aggressive. Nine species of
Fusarium: F. avenaceum, F. solani, F. equiseti, F. Acuminatum, F. kyushuense, F.
graminum, F. subglutinans, F. verticillioides and F. lateritium were identified. All isolates
promoted internerval chlorosis, necrosis and death of seedlings in the toxicity test. In the
pathogenicity test in plants inoculated with the pathogen there was an increase in leaves and
roots dry weight and in the number of pods, indicating that there may be species specificity of

the species studied in relation to genotype.

Keywords: Sudden death syndrome; Trichoderma; biocontrol; toxic metabolites.
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INTRODUCAO

A soja é a oleaginosa mais cultivada no mundo e o Brasil ocupa lugar de
destaque no ranking dos maiores produtores do gréo. Isso se deve ao crescimento
da producdo, aumento da capacidade competitiva da soja Dbrasileira,
desenvolvimento de cultivares de alto rendimento (adaptadas as diferentes
condicdes agroclimaticas do pais) e modernizacdo das técnicas de cultivo e manejo
da lavoura. No entanto, entre os principais fatores que limitam a obtencdo de
maiores rendimentos pela cultura estdo as doencas e a importancia econdmica de
cada uma depende das condicbes meteoroldgicas de cada safra. Estima-se que as
perdas na lavoura de soja, provocadas por doencas, figuem em torno de 15 a 20%,
sendo que algumas podem ocasionar perdas de até 100%.

Como agentes causais de doencas na soja estao os fungos, as bactérias, os
virus e os nematéides. Entretanto, as doencas mais agressivas, tais como ferrugem
asiatica, cancro da haste, mofo branco e podrid6es radiculares, sdo causadas por
fungos. Entre as podriddes radiculares, uma de importancia € a € a Podridao
Vermelha da Raiz (PVR) ou Sudden Death Syndrome (SDS — Sindrome da Morte
Subita), causada por espécies do chamado complexo Fusarium solani que constitui
um conjunto de espécies de Fusarium que, juntas ou isoladamente, séo capazes de
causar PVR.

O género Fusarium pode ser encontrado habitando o solo, nas mais diversas
regides geograficas do mundo. Especialmente em locais de climas tropicais e
subtropicais, esse fungo é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela
formacdo de estruturas chamadas clamidosporos. Pode colonizar ramos, folhas,
inflorescéncias e frutos através de seus conidios que sao disseminados pelo ar ou
pela agua. Pela complexidade do sistema solo e pela diversidade de espécies
existentes nesse ambiente, o surgimento de variabilidade genética dentro do género
Fusarium é bastante amplo.

Existe também uma vasta diversificacdo em relacdo aos sintomas e
patogenicidade de cada uma delas quando em contato com o hospedeiro suscetivel,
fato que dificulta o manejo da doenca.
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Os sintomas da PVR sao mais claramente notados quando a planta esta em
final de ciclo, quando é possivel observar mosqueados cloréticos, clorose
internerval, necrose e, em casos mais severos, desfolhamento total e morte da
planta. Neste momento, pode-se proceder o isolamento de Fusarium solani a partir
de raizes e por¢Bes mais inferiores do caule da planta. No entanto, ndo é possivel
obter culturas do patégeno a partir de folhas.

A doenca se caracteriza por manchas avermelhadas, mais visiveis na raiz
principal e geralmente localizadas um a dois centimetros abaixo do nivel do solo
provocando significativa redugcdo no rendimento e, particularmente, no ndmero de
vagens por planta. Maior severidade da doenga € observada quando a soja €
cultivada em talhdes, cuja umidade do solo € mais elevada ou em lavouras irrigadas.
No Brasil, a PVR foi identificada pela primeira vez associada a cultivar UFV-1, na
safra 81/82 em Sao Gotardo — MG. A doenca logo se disseminou para outras
regides produtoras, tornando-se um dos principais patossistemas para a cultura da
soja. A PVR é um problema em éareas cultivadas com soja em grandes regides
produtoras em paises como Estados Unidos, Canada, Argentina, Paraguai, Bolivia e
Uruguai.

A doenca pode ser transmitida por sementes de soja contendo esporos e
clamidésporos de Fusarium solani, levando a infeccao através do desenvolvimento
de micélio do patdégeno nos tecidos do hospedeiro. A transmissibilidade do fungo
através da massa de grédos pode perdurar por até um ano em sementes
armazenadas e residuos de colheita assim como particulas de solo podem,
efetivamente, transferir inéculo de F. solani quando em contato com sementes de
soja.

Por ser causada por um patégeno de solo, a PVR é considerada de dificil
controle e préticas culturais que propiciem um elevado rendimento da soja também
favorecem a ocorréncia da doenca. O sistema plantio direto, principal método de
manejo para a cultura da soja, permite o acimulo de matéria organica e nutrientes
minerais que formam uma camada favoravel ao desenvolvimento microbiano,
potencializando a atividade de fungos causadores de doencas radiculares e
vasculares associados ao solo.

Por isso, pode-se incluir a utilizacdo de agentes de controle biol6gico dentro
do manejo integrado de doencas de plantas, uma vez que esses vém se mostrando

uma medida eficaz no controle de doencas veiculadas por patégenos de solo em
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varias culturas. Um dos géneros mais empregados € Trichoderma, fungo saprdfita
de solo que apresenta antagonismo a varias espécies de patdgenos, entre elas
Fusarium spp. Em fungéo de sua atividade como biocontrolador, o género tem sido
intensamente estudado tanto em relacdo a sua variabilidade genética, quanto do
ponto de vista da fisiologia do parasitismo. Porém, existem poucos estudos que
relatem a existéncia de Trichoderma spp. associado ao solo aderido a raizes em
plantas de soja, assim como de espécies do fungo que tenham sucesso no controle
do complexo Fusarium solani.

Muitos isolados de Trichoderma spp. crescem rapidamente, produzindo
esporos e antibidticos eficazes. Essas caracteristicas tornam esses fungos
organismos ecologicamente bem sucedidos podendo ser encontrados em solos
agricultaveis, florestas, pantanos, desertos, tundras, trépicos e Antartica, restos
culturais, raizes de varias espécies vegetais, sementes e ar. E um microrganismo
bastante utilizado na agricultura e na indastria por ser de facil reproducdo (produz
grandes quantidades de conidios) e ter uma diversidade de formulacdes possiveis:
liquida (dgua ou Oleo) e seca (granulos e pds molhaveis). Atualmente, muitos
produtos a base de Trichoderma spp. sdo encontrados para venda em sitios da
Internet, sendo que muitos sao registrados em varios paises e aplicados para
proteger e melhorar o rendimento das plantas cultivadas.

E possivel que agentes de controle biolégico, quando em contato com um
hospedeiro infectado por fitopatégenos, provoquem diminuicdo na evolucdo dos
sintomas da doenca. Nesse caso, a relacdo intima entre o antagonista e a planta faz
com que ocorra melhoria no vigor do vegetal e, conseqientemente, no peso seco e
rendimento de sementes. Alguns mecanismos utilizados pelos antagonistas a fim de
inibir o desenvolvimento do patégeno ainda sdo desconhecidos, porém esses
microrganismos sdo capazes de metabolizar substancias como compostos
antibioticos (peptideos, lipopeptideos e fenilpropanol) e compostos fosfolipidicos. A
mistura de antagonistas tais como Trichoderma, Bacillus, Pseudomonas e outros,
com fertilizantes € capaz de potencializar o controle da doenca e incrementar o
rendimento da planta.

A forma como agentes de biocontrole agem se da em funcdo da manifestacao
de interacbes entre o patdégeno, o agente de controle biol6gico, a comunidade
microbiana que envolve a planta e o ambiente de cultivo. A utilizagdo do controle

biolégico dentro de uma tatica de manejo integrado de doencas veiculadas por



21

patdgenos de solo é bastante complexa, pois 0 ambiente em questdo é muito

dindmico em funcéo da rizosfera, camada de solo existente ao redor do sistema

radicular. A rizosfera € conhecida por ser uma regido de intensa atividade
microbiana, bem como por possuir maior populacdo microbiana comparada com solo
nao rizosférico.

O estudo da rizosfera de diferentes espécies vegetais, assim como de plantas
doentes e sadias, € um importante elemento para entender a eficiéncia ou ndo dos
agentes de biocontrole. E possivel que haja diversificacgio em relagdo a um
microhabitat mais favoravel ao antagonista de acordo com o material vegetal assim
como a sanidade da planta em questao.

Nesse sentido, em relacdo ao patossistema “Fusarium solani — soja” e a
presenca de espécies de Trichoderma spp., 0s objetivos deste trabalho foram:

- buscar um melhor entendimento das relagbes entre Fusarium spp. e Trichoderma
spp. em solo adjacente as raizes de plantas de soja cultivadas em sistema plantio
direto (SPD);

- quantificar as populacdes de Fusarium spp. e Trichoderma spp. presentes em solo
adjacente as raizes de plantas de soja, com e sem sintomas de PVR;

- estudar o antagonismo “in vitro” de isolados de Trichoderma spp. a isolados do
complexo Fusarium solani;

- caracterizar morfologicamente isolados de Fusarium spp. obtidos de raiz e colo de
plantas com sintomas de PVR,;

- verificar a resposta de duas cultivares de soja frente a exposicédo de filtrados de

cultura de Fusarium spp. e também em relacdo a patogenicidade desses isolados.



CAPITULO |

PRESENCA DOS GENEROS Fusarium E Trichoderma EM
GENOTIPOS DE SOJA EM SISTEMA PLANTIO DIRETO E
ANTAGONISMO DE Trichoderma spp. A ESPECIES DO COMPLEXO
Fusarium solani

RESUMO

O sistema plantio direto, principal método de cultivo utilizado na soja, permite
maior acumulo de matéria organica e, consequentemente, maior proliferacdo de
microrganismos saprofitas e patogénicos. Nessa cultura, a Podriddo Vermelha da
Raiz (PVR) provoca redugao no rendimento e por ser veiculada por Fusarium solani
f. sp. glycines, patégeno de solo, seu controle torna-se dificil. Porém, o biocontrole,
estratégia que tem mostrado eficiéncia no controle de podriddes radiculares e
murchas, pode constituir uma forma de controle dessa doenca. Além disso, o estudo
das populacdes de Trichoderma e Fusarium, associados a genétipos de soja com ou
sem sintomas da doenca, torna-se importante na elaboracdo de um programa de
controle da PVR. Assim, o presente trabalho objetivou quantificar a ocorréncia
desses fungos em solo aderido a raizes de soja, com e sem sintomas de PVR em
oito gendtipos de soja, e avaliar as relagdes antagbnicas entre isolados de
Trichoderma e Fusarium, obtidos de solo e raiz, respectivamente. Em uma éarea
experimental da Fundacdo Centro de Experimentacdo e Pesquisa (FUNDACEP)
foram realizadas coletas de solo e raizes em genétipos de soja. As amostras foram
processadas em laboratorio, sendo feitas diluicdes seriais das amostras de solo
adjacente a raizes, contagem do numero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFCs/g de solo) de ambos os fungos e isolamento de colbnias de Trichoderma spp.
Com as raizes coletadas, procedeu-se a confeccdo de camaras Umidas para
isolamento de Fusarium spp. Para verificagcdo do antagonismo entre Trichoderma e
Fusarium, foi realizado o teste de confrontacdo direta, atribuindo-se notas aos
isolados de Trichoderma conforme sua capacidade de inibir o crescimento de
Fusarium. Através da contagem de UFCs/g de solo, foi possivel observar que néo
houve diferenca significativa na populacdo de Fusarium spp. em plantas com
sintomas de PVR para os diferentes genotipos. Para Trichoderma spp., houve
diferenca significativa entre as populagcdes em plantas com ou sem sintomas de
PVR. Em ambos os casos, o genoétipo CEPS 06006 RR apresentou a maior
populacdo do antagonista associada ao solo adjacente & raiz (5,75x10° UFCs/g
solo). No teste de confrontagéo direta, oito isolados de Trichoderma spp. obtiveram
nota 1, melhor performance que um antagonista pode ter em relagcédo ao controle de
Fusarium spp. Os isolados de Trichoderma spp. de solo em areas com o sintoma de
PVR tiveram melhor e mais rapido estabelecimento.

Palavras-chave: Glycine max L. [Merril], Podriddo Vermelha da Raiz, fungos de

solo, populacéo fungica, controle biolégico.
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1.1 INTRODUCAO

A soja é a oleaginosa mais cultivada no mundo. No Brasil, a estimativa para a
producdo na safra 2008/2009 é de 59,8 milhdes de toneladas em uma area cultivada
de, aproximadamente, 21,4 milhdes de hectares com um rendimento em torno de
2.794 kg/ha (IBGE, 2008). Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de
altos rendimentos na cultura estdo as doengas que podem provocar perdas de 15 a
20%, entretanto algumas doencas podem ocasionar perdas de quase 100%
(EMBRAPA, 2007). Nessas areas de cultivo, o sistema de plantio mais adotado é o
de plantio direto na palha, que prioriza 0 minimo revolvimento do solo. Assim, o
acumulo de matéria organica facilmente disponivel constitui um ambiente 6timo para
o desenvolvimento de muitos fungos que sdo tipicos causadores de doencas na
soja.

Entre as doencas que podem estar associadas a soja estdo aquelas
causadas por patdgenos de solo, que sao de dificil controle pela complexidade do
sistema solo e cuja incidéncia indica um desequilibrio biol6gico no sistema. Uma
dessas doencas € a Podriddo Vermelha da Raiz (PVR), causada pelo complexo
Fusarium solani, que pode ser encontrada nas areas cultivadas com soja em todo o
mundo e é um dos principais desafios a cultura. Sua incidéncia afeta grande nimero
de lavouras no Brasil e préticas culturais que propiciem elevado rendimento da soja,
também favorecem a ocorréncia da doenca. A disseminacao do patégeno pode se
dar através da agua de irrigacdo e uso de implementos agricolas que contenham
propagulos de solo contaminado pelo fitopatégeno (DAVIS et al., 2006).

Esse género exibe alto grau de diversidade em relacdo a atributos
morfolégicos, fisioldgicos e ecoldgicos e ndo é surpreendente que representantes
desse género ocorram na maioria dos nichos ecolégicos nas mais diversas regides
geogréficas do mundo (BURGESS et al., 1997). Recentemente, propds-se que a
PVR pode ser causada por duas ou mais espécies de Fusarium, sendo que, na
América do Norte, o principal agente causal da doenca seria F. virguliforme e, na
América do Sul, F. tucumaniae (AOKI et al., 2005). No entanto, essas sao propostas
langcadas pelos micologistas e ainda estdo sendo estudadas pela comunidade

cientifica, sendo que a terminologia F. solani f. sp. glycines continua sendo usada.
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A PVR se caracteriza por manchas avermelhadas, mais visiveis na raiz
principal, e geralmente localizadas a um ou dois centimetros abaixo do nivel do solo.
Com a evolucao da infeccdo, € observada uma expansdo da lesdo, que passa a
circundar a raiz, assumindo coloracdo castanho-avermelhado escura. A necrose
situa-se no tecido cortical, enquanto o lenho da raiz adquire uma coloracéo
castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso desde a haste até varios
centimetros acima do nivel do solo e, a medida que as lesbes evoluem, pode ser
observada uma massa azulada formada por esporos do patégeno (FREITAS et al.,
2004). Na parte aérea hd a manifestagdo de um sintoma reflexo conhecido como
folha carijé, que € caracterizado por manchas cloroticas e necroticas internervais e a
regido das nervuras permanece com coloragdo verde normal (ALMEIDA et al.,
1995). Esse sintoma é mais evidente proximo a fase de florescimento e pode
progredir causando completa desfolha das plantas.

Por se tratar de uma doenca provocada por um patégeno de solo, muitas
interacdes existentes nesse ambiente sdo desconhecidas. Existe uma comunidade
complexa na qual uma grande variedade de interagfes € desenvolvida e, assim, 0s
microrganismos componentes da rizosfera ndo se encontram na forma de culturas
puras. Essa regido é altamente influenciada pelas raizes das plantas e possui
caracteristicas bastante diferentes das do solo. Sua composicdo e estrutura séo
influenciadas durante o ciclo vegetativo e também pela composi¢cao e umidade do
solo (PEREIRA, 2000). O mesmo autor ainda menciona que a rizosfera é um
ambiente rico em compostos organicos como acUcares, acidos organicos,
aminoacidos, peptideos, nucleotideos e vitaminas, consumo de O, e liberacdo de
CO, e absorcéo seletiva de ions nutritivos, que corroboram para o desenvolvimento
da planta.

A complexa comunidade microbiana que habita a rizosfera interage com os
patdgenos de solo e influenciam, conseqliientemente, a infec¢do pelos fungos. Na
rizosfera, além dos microrganismos patogénicos, também existem fungos, bactérias
e actinomicetos que possuem atividade antagonistica contra fitopatdégenos. Eles
podem afetar adversamente densidades de populacdes, dinamicas temporais e
espaciais e atividades metabdlicas de patégenos de solo a partir da producédo de
metabdlitos antimicrobianos secundarios (antibiose), enzimas liticas, entre outros. A

concentragcdo em que esses compostos sdo toxicos para agentes patogénicos
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depende da substancia produzida pelo antagonista e do alvo que se pretende atingir
(RAAIJMAKERS et al., 2008).

Muito se tem pesquisado a respeito de formas de controle que sejam
eficientes perante a PVR. No entanto, por ser causada por um patégeno veiculado
pelo solo e por existir uma ampla variabilidade genética entre isolados do fungo, o
controle ainda é bastante dificil. Uma estratégia recomendada € a combinacédo de
varias medidas de controle que, conjuntamente, podem fornecer resultados positivos
no controle da PVR. Entre essas medidas esta o controle biolégico e o género
fungico Trichoderma é um dos mais estudados e utilizados. O género apresenta
espécies que exercem antagonismo a varios fitopatégenos através do parasitismo
e/ou antibiose e tém sido utilizados com sucesso como agentes de biocontrole,
promotores de crescimento e na melhoria da germinacédo e sanidade de sementes
(ETHUR et al., 2006). De acordo com Howel (2003), espécies de Trichoderma sao
capazes de suprimir o desenvolvimento de varios fungos fitopatogénicos, e seus
mecanismos antagonistas sao influenciados pelo tipo de solo, condicbes de
temperatura e umidade e também, pela microflora associada.

Trichoderma € um fungo imperfeito, pertencente a subdivisdo
Deuteromycotina e possui muitas espécies (BISSET, 1991). Esse fungo cresce
rapidamente em meio de cultura, produzindo um micélio aéreo esparso, com
pustulas conidiogénicas brancas ou verdes. O tipo de ramificacdo dos conidioforos e
o modo de disposicdo das fidlides sdo caracteristicas utilizadas para identificacdo
morfolégica de espécies do género. Varias espécies de Trichoderma spp. tém sido
utiizadas em biocontrole de patégenos radiculares, como Rhizoctonia solani,
Fusarium spp. e Armillaria spp. Também existem exemplos bem sucedidos de seu
uso contra fungos de parte aérea, como € o caso de Venturia spp. e Botrytis spp.
(MELO, 1996).

Pesquisas mostram a existéncia de Trichoderma nativo na rizosfera de
algumas culturas, como citrus (GESHEVA, 2002), batata, algodoeiro (SIVAN; CHET,
1989) e tomateiro (LARKIN; FRAVEL, 1998). Sua habilidade em habitar esse
ambiente é comprovada (COOK, 1993; ETHUR et al., 2008) assim como sua relacdo
inversa com a incidéncia de doencas radiculares (MENEZES, 2007). No entanto, ha
caréncia de informacfes sobre sua caracterizacdo em areas de cultivo com soja.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivos quantificar as populagdes
de Fusarium spp. e Trichoderma spp. em solo adjacente as raizes de plantas sadias



26

e doentes e elencar isolados de Trichoderma spp., obtidos de solo aderido a raizes
com ou sem sintomas da doenca, com capacidade antagbnica a espécies do

complexo Fusarium solani em soja.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Coleta das amostras a campo e obtencdo dos isolados de Fusarium spp.
e Trichoderma spp.

Foram coletadas quatro plantas com sintomas (grupo doente) e quatro plantas
sem sintomas (grupo sadio) de Podriddo Vermelha da Raiz (PVR), em quatro areas
diferentes, de oito gendtipos de soja em parcelas de 2 m?, componentes de um
Ensaio Preliminar Interno de Rendimento (EPIR), da FUNDACEP (Fundacéao Centro
de Experimentacédo e Pesquisa), localizada no municipio de Cruz Alta, RS.

A é&rea onde a coleta de solo e raizes foi realizada é cultivada sob sistema
plantio direto (Figura 1). Os gendétipos de soja coletados foram: CEPS 06006 RR;
CEPS 06002 RR; FUNDACEP 53 RR; CEPS 06010 RR; CEPS 06005 RR; CEPS
06015 RR; FUNDACEP 55 RR e CEPS 06031 RR, constituindo oito tratamentos.

Para coleta das plantas, foi utilizada uma pa de corte que foi lavada com
hipoclorito de sédio (2%), alcool (70%) e agua destilada a cada troca de amostra. As
amostras, juntamente com o solo adjacente, foram levadas ao Laboratorio de
Fitopatologia do Departamento de Defesa Fitossanitaria/CCR/UFSM. O solo
adjacente as raizes foi retirado com o auxilio de uma escova pequena, sendo que a
cada nova amostra, a escova passou por assepsia com detergente liquido de uso
domeéstico, hipoclorito de sddio (2%), alcool (70%) e agua destilada e esterilizada. O
solo foi acondicionado em placas de Petri esterilizadas e colocado sob refrigeracéo a
4°C até sua analise.

Ap6s a remocdo do solo, as raizes foram envoltas em papel aluminio,
identificadas e guardadas sob refrigeracdo a 4°C. As raizes foram previamente
desinfetadas por lavagem em agua corrente seguida por embebicdo em hipoclorito
de sédio a 0,1% por 1 min, alcool 70% por 1 min e Agua destilada e esterilizada por

1 min. Para retirada do excesso de umidade, as raizes foram colocadas sobre papel
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absorvente e, em seguida, colocadas em camara uUmida, utilizando-se caixas

Gerbox, para o crescimento e desenvolvimento do patégeno.

e o il il

FIGURA 1 Coleta de solo: A — vista da area do EPIR/FUNDACEP; B — planta com sintoma reflexo
‘folha carij¢’; C — amostra de raiz coletada junto ao solo adjacente. Cruz Alta, RS. 2007.

As caixas Gerbox haviam sido previamente desinfetadas com hipoclorito de
sédio a 2% e alcool (92°GL), contendo papel filtro esterilizado umedecido com agua
destilada e esterilizada. A incubacdo das caixas Gerbox foi feita a 23°C e
fotoperiodo de 12h e, apds 48h, foi realizada a remocao de estruturas de Fusarium
através da repicagem para meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Anexo 1),

para obtencdo dos isolados. Foram obtidos isolados de Fusarium spp. a partir de
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raizes sadias e doentes, sendo que aqueles oriundos de raizes doentes foram
utilizados, posteriormente no ensaio de confronto direto (Figura 2). Para tal,
receberam uma nomenclatura simbdlica a fim de discriminar os isolados obtidos
sendo:

F: isolado de Fusarium spp.;

0XX: gendtipo da qual o isolado foi obtido;

d: isolado obtido de raizes de soja com sintomas da doenca;

s: isolado obtido de raizes de soja sem sintomas da doenca,;

A ou B: isolados morfologicamente diferentes obtidos de um mesmo genaétipo.

Os isolados de Fusarium spp. obtidos de plantas com sintomas de PVR
também foram identificados quanto a morfologia, de acordo com a chave de
classificacado de Ventura (2000) e descri¢cOes feitas por Gerlach; Nirenberg (1982) e
Nelson et al. (1983).

FIGURA 2 Raizes de soja com sintomas de PVR: A: esporulacdo externa de coloracdo azulada
caracteristica de F. solani f. sp. glycines; B e C: corte expondo coloracao avermelhada e azulada no
lenho da raiz, respectivamente; D: micélio abundante sobre os cortes de raizes de soja apds 48 h de
incubacdo. Santa Maria, RS. 2007.
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A partir de amostras de solo adjacente as raizes, foram feitas diluicbes seriais
para a quantificacdo de Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) de Fusarium spp.
e Trichoderma spp. Para as diluigcbes seriais foram utilizados 5g de solo de cada
tratamento, diluidos em 95 mL de agua destilada e esterilizada acrescida de duas
gotas do emulsificante Tween 80®. A suspensédo foi agitada por 10 min, em agitador
do tipo Fisher — Flexa Mix" (USA) e, dessa suspenséo, foram feitas diluicdes seriais
até a diluicdo 10™. De cada diluig&o, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL e colocada
em quatro placas de Petri contendo meio BDA acrescido com 0,05 mg de
estreptomicina/100 mL de meio. Apés a incubacao por quatro dias (25°C, fotoperiodo
de 12h), as colbnias de Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram quantificadas, na
diluicdo 107, e classificadas em nivel de género, através de observacdes das placas
em microscopio estereoscopico e confeccdo de laminas para observacao em
microscépio 6tico, com base na bibliografia especializada (BARNETT; HUNTER,
1999). O numero de UFCs de cada género fangico foi determinado pelas seguintes
equacdes (CARTER, 1993):

FD = DixDsx @, emque:

FD = Fator de Diluicéo
Di = Diluigao inicial
Ds = Diluicao subsequente

Q = Quantidade colocada na placa

UFCs = = xn, emque:
FD

UFCs = Unidades Formadoras de Col6nias por grama de solo
FD = Fator de Diluicéo

n = NUumero de colbnias contadas na placa

Apés a contagem de UFCs, colénias de Trichoderma spp. morfologicamente
diferentes foram repicadas para meio de cultura BDA para obtencédo dos isolados
que, posteriormente, foram utilizados no teste de confronto direto. Para identificagéo

dos isolados usou-se a seguinte nomenclatura:
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T: Trichoderma spp.;

0XX: nome do gendtipo do qual o isolado foi obtido;

d: isolado obtido de solo adjacente a raizes de soja com sintomas da doenca;
s: isolado obtido de solo adjacente a raizes de soja sem sintomas da doenca;

A ou B: isolados morfologicamente diferentes obtidos de um mesmo genatipo.

1.2.2 Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial antagbnico a

isolados do complexo Fusarium solani

Nesse experimento, os tratamentos foram constituidos por 12 isolados de
Trichoderma spp. obtidos de solo adjacente as raizes de plantas de soja com e sem
sintomas de Podriddo Vermelha da Raiz e 12 isolados de Fusarium spp. obtidos de
raizes de plantas de soja com sintomas de PVR. Através do Teste de Confrontacao
Direta, a acdo antagonica de Trichoderma spp. contra isolados de Fusarium spp. foi
testada. Um disco de meio de cultura BDA de 12 mm de didmetro contendo micélio
de Fusarium foi transferido para placas de Petri (9,0 cm de diametro), também
contendo meio BDA, a 0,5 cm da borda da placa. As placas foram incubadas
durante 48 horas a 25°C (+ 2°C) com fotoperiodo de 12 horas. ApOs esse periodo,
um disco de meio de cultura BDA com 12 mm de didmetro, contendo micélio de
Trichoderma spp., foi transferido para a posicdo oposta ao disco de micélio de
Fusarium spp. nas placas de Petri. As placas foram incubadas durante sete dias a
25°C (+ 2°C) com fotoperiodo de 12 horas (Figura 3).

Ao término do periodo de incubacgédo, as placas foram avaliadas de acordo
com o critério de Bell et al. (1982) (Figura 4), atribuindo notas que variaram de 1 a 5,
sendo:

1. Antagonista cresce e ocupa toda a placa.

2. Antagonista cresce e ocupa uma parte do patdgeno (2/3 da placa).

3. Antagonista e patdégeno crescem até a metade da placa (nenhum domina o outro).
4. Patégeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa).

5. Pat6geno cresce e ocupa toda a placa.
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i
FIGURA 3 Teste de confronto direto. A: discos contendo micélio de Fusarium spp. (a esq.) e

Trichoderma spp. (a dir.) e B: crescimento dos fungos apoés sete dias de incubagdo. Santa Maria, RS.
2008.

FIGURA 4 Notas atribuidas a isolados de Trichoderma spp. conforme sua performance no Teste de
Confrontacdo Direta. A: nota 1; B: nota 2; C: nota 3 e D: nota 4. A letra “F” refere-se a Fusarium spp.
e “T" a Trichoderma spp. Santa Maria, RS. 2008.
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1.2.3 Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado para os estudos acima descritos foi
inteiramente casualizado com quatro repeticdes por tratamento. Como os dados nao
seguiram uma distribuicdo normal, foram empregados testes nao-paramétricos.
Assim, os valores estimados em Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) por
grama de solo foram submetidos a andlise da variancia pelo teste de Kruskal-Wallis
(SIEGEL: CASTELLAN, 2006). Para o Teste de Confrontacao Direta, a comparacéo
entre as notas atribuidas a cada isolado foi feita através do Teste U de Mann-
Whitney. As andlises foram feitas utilizando o programa estatistico STATISTICA 6.0.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Populacdo de Fusarium spp. e Trichoderma spp. em genétipos de soja

em sistema plantio direto

A analise de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis foi feita individualmente
para as variaveis UFCs de Fusarium spp. e Trichoderma spp., em plantas doentes e
sadias, conforme mostrado na Tabela 1.

TABELA 1 Valores do teste de Kruskal-Wallis para Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) de
Fusarium spp. e Trichoderma spp. em gendtipos de soja com ou sem sintomas de PVR. Santa Maria,
RS. 2007.

Variaveis Valor do teste Valor p*
Fusarium spp. em plantas doentes 10,10700 0,1826
Fusarium spp. em plantas sadias 16,26681 0,0228
Trichoderma spp. em plantas doentes 18,64356 0,0094
Trichoderma spp. em plantas sadias 21,93702 0,0026

(*p): probabilidade de erro (p<0,05). Valores significativos estdo em negrito.

Houve significancia para UFCs de Trichoderma spp., em plantas com e sem
sintomas de PVR, e para UFCs de Fusarium spp. em plantas sem sintomas da

doenca, mas nao para UFCs de Fusarium spp. em plantas com sintomas.



33

Para as UFCs de Fusarium spp. em plantas sem sintomas de PVR, as
maiores médias foram encontradas nos materiais FUNDACEP 53 RR, CEPS 06005
RR, CEPS 06031 RR e CEPS 06006 RR e as menores quantidades de UFCs
estavam presentes no solo aderido as raizes do material CEPS 06015 RR (Figura 5).
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FIGURA 5 UFCs.g™ de solo de Fusarium spp. em solo aderido & raizes de genétipos de soja, sem
sintomas de PVR, em sistema plantio direto. Santa Maria, RS. 2007.

A diferenca no numero de UFCs de Fusarium entre genotipos pode ser devida
a producdo de determinados exsudatos radiculares mais favoraveis a alguns
isolados de Fusarium, patogénicos ou ndo, do que para outros. Além disso, também
pode haver uma pressédo de selecdo de espécies melhor adaptadas e com maior
competéncia para se estabelecer e colonizar a porcdo radicular de determinados
genotipos.

A severidade de sintomas foliares para a PVR também pode ser avaliada pela
densidade populacional do patégeno no solo, fatores esses que estdo positivamente
correlacionados (SCHERM et al., 1996). No entanto, quando a planta é atacada por
F. solani f. sp. glycines, raizes de soja produzem quantidades suficientes de
gliceolina, uma fitoalexina que atua em resposta a infeccdo pelo patégeno. Isso
parece ser um fator importante no fornecimento de resisténcia parcial a esse fungo e

varia conforme o gendtipo de soja (LOZOVAYA et al., 2006).
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De acordo com Poletto (2008), em relacdo a podridao-das-raizes da erva-
mate, variacdes na incidéncia e na severidade da doenca podem estar associadas
aos niveis de adubacédo e a predisposicao da planta ao patégeno. J4 em relagcéo a
PVR, conforme Hershman et al. (1990), a expressao dos sintomas na planta
depende de fatores como ano e época de semeadura, pois estes podem afetar a
colonizacao das raizes pelo patégeno.

Espécies do género Fusarium sobrevivem em restos culturais no solo, através
de estruturas de resisténcia, o que dificulta o controle do patégeno principalmente
em areas onde culturas como feijdo e soja sao exploradas de forma constante
(CAVALCANTI et al., 2002). Além disso, caracteristicas biolégicas, quimicas e
fisicas do solo podem afetar diretamente a distribuicdo da populacdo de Fusarium
spp. na lavoura.

Com relacéo a populacdo de Trichoderma spp., 0s resultados mostraram que
houve uma maior quantidade de UFCs no genétipo CEPS 06006 RR seguido do
genotipo CEPS 06002 RR independentemente da presenca ou ndo de sintomas de

PVR nas plantas (Figuras 6 e 7).
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FIGURA 6 UFCs.g™" de solo de Trichoderma spp. em solo aderido & raizes de gendtipos de soja, sem
sintomas de PVR, em sistema plantio direto. Santa Maria, 2007.

O fato dos gendtipos coletados serem oriundos de melhoramento genético
pode atribuir-lhes quantidades diferentes de lignina e celulose em suas paredes

celulares, bem como a producado de exsudatos diferenciados. Isso pode explicar a



35

maior incidéncia do género Trichoderma no solo aderido ao sistema radicular desses
genotipos. Neste caso, os genétipos CEPS 06006 RR e CEPS 06002 RR, que
obtiveram uma maior contagem de UFCs, podem ter menores teores de celulose em
sua constituicdo celular e produzir determinados exsudatos que proporcionem um

ambiente favoravel ao antagonista.
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FIGURA 7 UFCs.g™" de solo de Trichoderma spp. em solo aderido & raizes de genétipos de soja, com
sintomas de PVR, em sistema plantio direto. Santa Maria, 2007.

Dessa forma, interacdes antagonisticas que ocorrem na micorrizosfera
melhoram o crescimento das plantas e a sanidade das mesmas e colaboram para a
manutencado da qualidade do solo que sé&o pecas-chave para a sustentabilidade de
ecossistemas naturais assim como de agroecossistemas (BAREA et al., 2002). Em
ambiente natural, a proliferacdo de Trichoderma spp. no solo é fundamentalmente
influenciada pelo grau de decomposicdo de matéria organica, uma vez que
populacbes do antagonista ndo se alteram em resposta a compostos verdes
(NELSON et al., 1988).

De acordo com Kowalski et al. (1984), em areas onde houve aplicacdo de
uréia e cloreto de potassio (KCI) foi observado um aumento nas populacbes do
antagonista. Em contrapartida, Hubrard et al. (1983) verificaram que elevados teores
de ferro (Fe) no solo prejudicam o estabelecimento e a eficiéncia do antagonismo de

Trichoderma spp.
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E possivel que espécies do género Trichoderma spp. induzam a producéo de
enzimas quitinoliticas e endoglucanases em células do sistema radicular do
hospedeiro. Isto foi comprovado por Dal Soglio et al. (1998) ao testar o efeito de
tratamentos compostos por filtrados de cultura de Trichoderma harzianum isolado
Th0O08, aplicados em sementes de soja, inoculadas com um isolado de Rhizoctonia
solani. Os autores evidenciaram a presenca de trés enzimas quitinoliticas na
rizosfera das plantulas de soja 15 dias ap0s a emergéncia.

Diversos estudos indicam a habilidade que espécies de Trichoderma spp. tém
em relacdo a permutacdo de sinais moleculares com a planta hospedeira. Além
disso, 0 antagonista seria capaz de fabricar pelo menos trés tipos de elicitores:
produzidos a partir de enzimas ou peptideos, proteinas avr e oligossacarideos ou
compostos de baixo peso molecular. O primeiro tipo de elicitor possivelmente inclui
uma serina protease e uma xilanase responsaveis pela inducdo da biossintese de
fitoalexinas e peroxidase, defesas naturais da planta ao ataque de fitopatdgenos
(WQOO et al., 2006).

Na area da FUNDACEP onde foram realizadas as coletas dos gendétipos de
soja, o esquema de rotacao de culturas incluia soja/milho durante o verao e azevém
ou trigo no periodo dos meses de inverno. Avaliando os efeitos da rotacdo de
culturas sobre a populacéo de actinomicetos, Trichoderma spp. e Gliocladium spp., o
impacto que sistemas de cultivo teriam sobre a incidéncia de doencgas veiculadas
pelo solo na cultura do amendoim e suas relacdes com populacdes daqueles
antagonistas, Gil et al. (2008) observaram que essas variaram de acordo com o tipo
de rotacado empregada, soja, amendoim ou milho, sendo que o0 mais elevado nimero
de UFCs foi encontrado na rotacdo que incluiu milho. Além disso, os autores
evidenciaram que o sistema de cultivo adotado interferiu nas populacbes dos
antagonistas mostrando que nas parcelas onde foi feita semeadura direta houve um
favorecimento na incidéncia de actinomicetos, Trichoderma spp. e Gliocladium spp.
comparado as parcelas onde se utilizou cultivo minimo.

A atividade de biocontrole que fungos do género Trichoderma spp. possuem é
devida a producdo de enzimas liticas extracelulares que degradam a parede celular
de outros fungos. Além disso, individuos desse género sao importantes na ciclagem
de nutrientes e, em alguns casos, vem sendo utilizados para a producéo de celulase
em escala comercial (CORABI-ADELL et al., 2002).
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Cabe ressaltar que, assim como Trichoderma spp., espécies de Fusarium
spp. também sdo dotadas de um poderoso arsenal bioquimico. Lozovaya et al.
(2006) mostraram que Fusarium solani f. sp. glycines é habil em produzir enzimas
ligninoliticas como lacase e lignina peroxidase — mais importantes enzimas
degradadoras de lignina que podem ser produzidas por fungos. De acordo com 0s
pesquisadores, essas enzimas sdo produzidas durante a infec¢do das raizes o que
potencializa o desenvolvimento da PVR em soja. A lignina pode fornecer uma
barreira ndo-degradavel para muitos microrganismos e seu conteudo nas plantas €
bastante importante sob o ponto de vista da pesquisa em resisténcia da soja a
podriddo vermelha da raiz. Ainda, de acordo com Kirkpatrick et al. (2006), a
utilizacéo de irrigacdo pode favorecer alguns patdgenos de solo, tais como Pythium
spp., Phytophthora sojae Kauffmann and Gerdemann, Fusarium spp. e Rhizoctonia
solani Kuhn., por causa da expansao da rizosfera da planta, na qual exsudatos

atuariam como quimioatrativos a estes.

1.3.2 Selecédo “in vitro” de isolados de Trichoderma spp. para controle de

Fusarium spp. em soja

Através do teste U foi possivel definir para quais isolados de Fusarium spp.
houve diferenca entre os isolados de Trichoderma spp. obtidos de plantas doentes
ou sadias (Tabela 2). Dessa forma, para os isolados de Fusarium spp. FO10dA,
F010dB, FO05d e FOO6dA, os isolados de Trichoderma spp. diferiram
significativamente dos isolados obtidos de plantas sadias, no teste de confronto
direto. Maior freqiiéncia de notas préximas a um (melhor desempenho de isolados
de Trichoderma spp.) foi observada entre isolados oriundos de plantas doentes. Os
isolados T53d, T55d, TO02dA, T002dB, T031d, TO06s, TOO5s e TO02sB obtiveram
nota 1 — melhor performance do antagonista (Tabela 3). Os isolados que obtiveram
as piores notas (Nota 4 — o patégeno crescendo sobre o antagonista) foram T031d,
T002dB e T010d, quando confrontados com o isolado de Fusarium spp. F4A, e
T010, contra o isolado de Fusarium spp. FO10 (dados ndo mostrados).
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TABELA 2 Médias das notas do teste de confrontacdo direta obtidas pelos isolados de Trichoderma
spp., oriundos de solo adjacente a raizes de plantas de soja com e sem sintomas de PVR , em funcéo
de isolados de Fusarium spp. Santa Maria, RS. 2007.

Trichoderma spp.

Fusarium spp. - Nivel de p**
Plantas doentes Plantas sadias
Foo1d 1,78 2,00 0,161602 ns
Foo2d 1,65 1,62 0,760889 ns
FO10dA 2,06 1,08 0,000047 *
F010dB 1,50 2,75 0,000276 *
FO31dA 2,93 3,12 0,677748 ns
F031dB 2,03 2,00 0,861108 ns
F031dC 2,15 2,00 0,599660 ns
F005d 2,34 1,75 0,044212 *
FOO6dA 1,62 2,00 0,035768 *
F006dB 1,75 1,87 0,369886 ns
F015d 1,53 1,83 0,119998 ns
F55RRd 1,94 1,50 0,104589 ns

(*) Efeito significativo e (ns) néo significativo pelo Teste U de Mann-Whitney. (p**) Probabilidade de
erro.

Isolados provenientes de amostras de solo de plantas com sintoma de PVR
mostraram-se mais eficazes no controle de Fusarium spp. do que isolados oriundos
de amostras de solo de plantas sem sintomas da doenca. Essa observagao vem de
encontro ao relatado por Menezes (2007) que, avaliando o potencial antagdnico de
100 isolados de Trichoderma spp., obteve trés isolados que se destacaram no teste
de confrontacéo direta, sendo que o isolado UFSMT16, obtido de amostras de solo
de parcelas com sintomas de murcha em crisantemo, foi um dos melhores.

Pelo exposto, a idéia de que h&d uma pressao de sele¢do na qual os melhores
isolados do antagonista sdo aqueles que compdem a rizosfera de plantas afetadas
pela doenca é reforcada, pois controlaram trés ou quatro isolados de Fusarium spp.
(Tabela 3). Ao contrario, os isolados T006s, TO05s e T002sB, oriundos de materiais
do grupo sadio, foram eficazes no controle de apenas um isolado de Fusarium spp.
cada (FO10A e FO005), pois o fato desses estarem habitando locais onde ndo houve
proliferacdo da doenca poderia torna-los menos competitivos contra agentes
patogénicos.
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TABELA 3 Isolados de Trichoderma spp. mais competitivos no Teste de Confrontacéo Direta (nota 1)
frente a diversos isolados de Fusarium spp. obtidos com sintomas de PVR. Santa Maria, RS. 2007.

Isolados de Trichoderma spp.* Isolados de Fusarium spp.*

T53d F010B, FOO6A e F015
T55d F010B, FOO6A e F002

TO02dA FOO1A, F010B, F002 e F015

T002dB F010B, F002, FO15 e FOO1
T031d F010B, F002, FO15 e FOO1A
T0OO06s FO10A

T0OO5s F005

T002sB FO10A

* isolados de Trichoderma spp. seguidos pela letra “d” indicam que foram obtidos de genétipos do
grupo doente e seguidos pela letra “s” indicam que foram obtidos de gendétipos do grupo sadio.

Os isolados de Fusarium spp. F010, FO15, FO02 e FOO1 foram os que tiveram
um maior numero de isolados de Trichoderma spp. capazes de controla-los,
indicando que esses isolados do patégeno poderiam ser mais suscetiveis aos
antagonistas, resultado esse que reforca a idéia de que um agente de controle
biolégico deve ter um amplo espectro de acdo sobre uma vasta gama de
fitopatdgenos. Assim, os isolados de Trichoderma spp. T53d, T55d, TO02dA, T002dB
e T031d, poderiam ser selecionados para um estudo de seus comportamentos no
campo.

Selecionando isolados de Trichoderma spp. para o controle de Sclerotium
rolfsii Sacc. em soja, Lohmann et al. (2007) observaram que os isolados do
antagonista (I, 1l e 1), oriundos de trés amostras de solo coletados em diferentes
areas, apresentaram efeito controlador sobre o patégeno, provocando menor
incidéncia de damping off em plantulas de soja. Além disso, a contagem de esporos
dos isolados de Trichoderma spp. | e Il mostrou maior quantidade de conidios
guando comparada ao isolado lll. Os autores associaram isso ao fato desses dois
isolados terem sido o0s mais agressivos e capazes de dominar o ambiente,
controlando o fitopatégeno.

E importante ressaltar que ainda ha uma caréncia de respostas acerca das
interacdes entre antagonistas, patdbgenos e o patossistema como um todo, pois a
utilizacdo do controle biolégico de doencas, compondo um manejo integrado, atrai
consideravel interesse de produtores rurais, que ja integram um nicho de mercado
voltado a uma producdo ecologicamente correta. Isso também tem chamado a

atencdo de multinacionais que véem no controle biolégico uma perspectiva para
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mercados futuros em funcdo da conscientizacdo do consumidor por uma agricultura

menos agressiva ao meio ambiente.

1.4 CONCLUSOES

1. A populacdo de Fusarium spp. ndo difere em quantidade entre gendtipos de
soja com sintomas de PVR,;

2. Trichoderma spp. estd associado ao solo adjacente as raizes de soja tanto
em plantas sem sintomas de PVR quanto em plantas com sintomas da
doenca;

3. Maior eficiéncia do antagonista, em teste de confrontacdo direta, ocorre entre

isolados oriundos de solo adjacente as raizes de soja com sintomas de PVR.
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CAPITULO II

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, TOXICIDADE E
PATOGENICIDADE DE ESPECIES DE Fusarium ISOLADAS DE
RAIZES DE GENOTIPOS DE SOJA COM SINTOMAS DE PVR

RESUMO

Agentes causais de varias doencas, os fungos do género Fusarium spp. constituem
uns dos mais importantes na Fitopatologia. Critérios morfol6gicos sdo o primeiro
passo para identificacdo de espécies de Fusarium e métodos como os testes de
toxicidade e patogenicidade permitem selecionar isolados patogénicos. O objetivo
deste trabalho foi identificar isolados de Fusarium spp. obtidos de raizes de plantas
de soja com sintomas de Podriddo Vermelha da Raiz e testar sua toxicidade e
patogenicidade a dois cultivares de soja (FUNDACEP 53 RR e FUNDACEP 59 RR).
Procedeu-se a identificacdo dos isolados de Fusarium spp. através da observacao
de caracteristicas culturais (cor e diametro de colbnias, presenca ou auséncia de
macroconidios, microconidios e clamidésporos). Utilizou-se a metodologia de
fillrados de cultura de Fusarium spp. para identificar os isolados potencialmente
toxigénicos a plantulas de soja in vitro e, em casa-de-vegetacao, foi conduzido o
teste de patogenicidade. Foram identificadas nove diferentes espécies do género
Fusarium associadas a raizes doentes: F. avenaceum (Cordai ex Fr.) Sacc., F.
solani (Mart.) Sacc., F. equiseti (Corda) Sacc., F. acuminatum Ellis ; Everhart, F.
kyushuense sp. nov, F. graminum Corda, F. subglutinans Wollenw. ; Reinking, F.
verticillioides (Sacc.) Nirenb. e F. lateritium Nees. Apds oito dias de exposicdo a
filtrados de cultura de Fusarium spp., plantulas de soja cortadas na altura da coroa,
manifestaram sintomas como clorose internerval, necrose e morte de plantulas. No
teste de patogenicidade, em plantas inoculadas com o patégeno houve aumento na
massa seca de parte aérea e de raizes e no nimero de vagens, indicando que pode
haver especificidade das espécies de Fusarium estudadas em relacdo ao genotipo
pelo fato das mesmas terem sido isoladas de genoétipos de soja diferentes daqueles
utilizados nesse experimento. Para didmetro de colo e nimero de vagens verificou-
se interagdo significativa entre a cultivar utilizada e o isolado de Fusarium spp.
inoculado mostrando que as cultivares reagiram de forma diferenciada em relagéo a
presenca do patégeno.

Palavras-chave: Patdgeno de solo, sistema plantio direto, morfologia, toxinas,
patogénico.
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2.1 INTRODUCAO

O fungo Fusarium possui ampla distribuicdo ao redor do mundo, podendo ser
encontrado nos mais variados tipos de solo na forma saprofitica, sobre a matéria
organica disponivel, ou colonizando tecidos de plantas causando inimeras doencas
em diversas espécies vegetais. Geralmente, doencas provocadas por Fusarium spp.
causam podriddes de raizes, caules e frutos, além das murchas vasculares e, em
alguns casos, podem provocar prejuizos, principalmente, quando as culturas por ele
atingidas séo de importancia econdémica.

Devido a sua caracteristica cosmopolita, Fusarium spp. exibe uma alta
variabilidade genética em nivel de espécies, tornando necessaria a aplicacdo de
ferramentas que possibilitem a diferenciagéo entre isolados. Dentro desse género
existem variacdes de caracteristicas morfolégicas, de patogenicidade e de viruléncia,
0 que resulta em uma classificagdo em secdes, formae specialis e ragas (OLIVEIRA,
COSTA, 2002). O fungo é classificado no Reino Eumycota, Divisdo Ascomycota,
Classe Euascomycetes, Ordem Hipocreales e Familia Hypocreaceae (De Hoog et
al., 2000 apud Godoy; Colombo , 2004).

Caracterizadas por crescerem rapidamente, espécies do género Fusarium
podem apresentar coloracao que varia desde violeta a purpura escuro ou de creme
a laranja, com micélio aéreo ou difuso (DOMSCH et al., 1980). As duas formas de
esporos de Fusarium sdo chamadas de macroconidios e microconidios. Os
macroconidios sao multicelulares, mas contém apenas um nucleo que é
descendente mitético de um nucleo progenitor sendo assim geneticamente idénticos.
Ja os microconidios sdo unicelulares e uninucleados (PUHALLA, 1981).

Algumas espécies de Fusarium podem produzir macroconidios hialinos,
geralmente septados, caracterizados por possuirem as células apicais e basais
distintas, que sao de grande importancia na taxonomia do género. Os microconidios
também possuem diferentes formas e os clamidosporos, unidades de sobrevivéncia,
infeccdo e disseminacdo, podem estar presentes ou ausentes. De acordo com
Zhang et al. (2007), membros do complexo de espécies F. solani, que sao
morfologicamente similares, possuem mais do que 45 linhagens distintas.

Espécies de Fusarium esporulam em meio folha-de-cravo-agar (FCA) (Anexo
2) entre seis a dez dias, apresentando conidios com formas uniformes e nitidas que

ndo podem ser observados em meio de cultura BDA. Geralmente, os macroconidios
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sdo formados em esporodoquios desenvolvidos sobre pedacos de folhas de cravo
enquanto que os microconidios se formam nas hifas sobre o agar. O modo de
formacdo de macro e microconidios e a formacdo de clamidésporos constituem
caracteristicas importantes para diferenciacdo de espécies de Fusarium (VENTURA,
1999; NELSON et al., 1981; BOOTH, 1971).

Inimeras sdo as doencas que podem ser provocadas por Fusarium, como a
podriddo de raizes da erva-mate, que pode ser causada por diferentes espécies do
fungo (POLETTO et al., 2006). Em bananeira, Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(E.F. Smith) Snyder ;. Hansen é 0 agente causal do mal-do-Panama que provoca
grandes prejuizos para a cultura em regides produtoras da fruta (CORDEIRO et al.,
2005). No solo rizosférico de tomateiro e pepineiro as espécies Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici Sacc. Snyder ; Hansen e F. oxysporum Schlecht. f. sp. cucumerinum
J. H., respectivamente, estdo associados a murchas vasculares (ETHUR, 2006).
Além disso, na cultura do trigo, Fusarium graminearum Schwabe é 0 agente causal
da giberela, doenca que, na década de 90, provocou perdas estimadas em trés
bilh6es de ddlares na safra norte-americana (WINDELS, 2000).

Na cultura da soja, Fusarium spp. causa a Podriddo Vermelha da Raiz ou
Sindrome da Morte Sudbita (RUPE, 1989). Primeiramente, existiam duas
nomenclaturas adotadas para designar isolados de F. solani f. sp. glycines. Os
isolados chamados “forma A” eram aqueles capazes de causar a PVR, enquanto os
enquadrados na “forma B” ndo causavam a doenca e nem outro tipo de podridédo
radicular (ROY, 1997). Até pouco tempo, os fitopatologistas acreditavam que F.
solani f. sp. glycines fosse o Unico agente causal da PVR na soja. As coldnias do
fungo eram descritas como apresentando uma pigmentacdo azulada que poderia
variar em uma escala de claro a escuro sendo que alguns isolados ndo produziam
pigmentacdo azul (RUPE et al., 1996; ROY, 1997). Além disso, outros isolados de F.
solani que ndo causavam PVR também produziam coloracdo azulada em meio de
cultura tornando esse critério de identificacdo do agente causal um tanto duvidoso
(NELSON; HANSEN, 1997).

Baseando-se em dados de seqiéncias de DNA, concluiu-se que F. solani f.
sp. glycines tem uma historia evolucionaria bastante curta quando comparado a
outros isolados de F. solani (Li et al., 2000). Mais tarde, através de estudos
baseados em caracteristicas morfolégicas e marcadores moleculares, foram

reveladas mais duas espécies de Fusarium ainda ndo descritas, atuando como



48

agentes causais de PVR: F. tucumaniae na Ameérica do Sul (Argentina) e F.
virguliforme na América do Norte (EUA) (ARRUDA et al., 2005).

Um dos métodos mais tradicionais utilizados para a identificacdo de Fusarium
spp. é o plagueamento de raizes de plantas infectadas em meio Nash ; Snyder.
Entretanto, esse método tem como limitacGes deficiéncias em relacdo a
sensibilidade e especificidade, permitindo o estabelecimento de outros fitopatégenos
com morfologia similar a de F. solani f. sp. glycines, também cultivado nesse meio
semi-seletivo (CHO et al., 2001). A identificacdo baseada em aspectos morfol6gicos
possui um limitado ndmero de caracteres taxonémicos que variam entre diferentes
espécies de Fusarium.

Embora isolados de Fusarium spp. que causam PVR tenham sido
extensivamente usados em ensaios de casa-de-vegetacao para identificar cultivares
de soja resistentes, pouco é conhecido sobre a diversidade genotipica de isolados
do fungo (ACHENBACH et al., 1996). Assim, diferentes métodos de inoculagdo tém
sido relatados na literatura a fim de se testar a patogenicidade de isolados do
complexo F. solani em soja e também para avaliagbes de resisténcia a tais
patdégenos. Por isso, o conhecimento da natureza de variacdo e distribuicdo do
fungo séo requisitos fundamentais para um eficiente manejo da doenca, e o teste de
patogenicidade permite apontar isolados de Fusarium spp. que possam causar a
doenga em soja.

Em estudo sobre a expressao de sintomas, perda de rendimento da soja e
colonizacgéao radicular por F. solani f. sp. glycines, Luo et al. (2000) observaram que o
rendimento da soja esta diretamente atrelado a colonizacdo radicular, fato que
depende do ambiente de cultivo e do desenvolvimento do patégeno. Além disso, 0s
autores apontam que a metodologia para avaliacdo de colonizagao radicular em
casa-de-vegetacdo pode ser Util para estudos que envolvam resisténcia a PVR, pois
a determinacdo de condi¢cdes favoraveis a colonizacdo radicular para distinguir
cultivares resistentes também pode ser importante.

Avaliando a severidade da PVR em soja, em funcao de inoculacéo e irrigacéo,
Neto et al. (2006) verificaram que sintomas tipicos da PVR, tanto em raizes quanto
em folhas, foram observados em parcelas experimentais conduzidas sob irrigacao e
com problemas de compactacdo do solo, em todos os anos em que o estudo foi
repetido. Isso mostra a importancia da irrigacdo durante os estadios reprodutivos e a
expressdo dos sintomas da doenca. De acordo com os autores, a resposta a
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irrigacdo em R4 sugere que a agua é importante na translocacdo de toxinas das
raizes para a parte aérea das plantas de soja.

A infeccdo de raizes de soja por fungos do género Fusarium spp. ocorre
durante todo o ciclo da cultura e os sintomas foliares surgem durante os primeiros
estadios reprodutivos da planta (R6). O sintoma reflexo tipico da doenca, folha carijo,
pode ser causado por toxinas translocadas das raizes para as folhas (JIN et al.,
1996). A manifestacdo do sintoma reflexo depende das condicdes ambientais
existentes no solo, da data de plantio e da suscetibilidade da cultivar. Os sintomas
da PVR também incluem podriddo de raizes, necrose de coroa e descoloracdo
vascular de raizes e hastes (JIN et al., 1996). A doenca provoca reducdo no
rendimento por inducdo de florescimento e abortamento de vagens, levando a
diminuicdo do nimero de sementes (HARTMAN et al., 1995).

Uma forma de avaliar a reacao de cultivares ao ataque de Fusarium spp. é a
imersédo de plantulas em filtrados de cultura do fungo (HUANG; HARTMAN, 1998).
Sabe-se que isolados de F. solani f. sp. glycines, em meio de cultura, produzem um
polipeptideo fitotéxico, com peso molecular de 17 kDa, e uma fitotoxina de baixo
peso molecular conhecida como monorden. Além dessa, isolados de F. solani, entre
outras espécies do fungo, sdo capazes de produzir uma gama de toxinas tais como
novarubina, norjavanicina, javanicina, fusarubina, marticina e isomarticina (BAKER:
NEMEC, 1994).

Conforme relatado por Souza Filho e Duarte (2007), o efeito provocado pelas
toxinas produzidas por Fusarium spp. podem ser resultado da acéo isolada de uma
delas ou pela interacdo de todas. Os autores verificaram o potencial alelopatico que
filtrados de cultura do patégeno apresentaram sob a germinacdo das sementes de
malicia (Mimosa pudica L.) e mata-pasto (Senna obtusifolia (L.) Irwin ; Barneby),
plantas invasoras de pastagens. Filtrados de cultura de F. solani f. sp. glycines foram
relatados como téxicos a calos, sementes em germinacao, cotilédones e plantas de
soja (JIN et al., 1996).

Existe uma grande variabilidade na manifestagédo dos sintomas de PVR em
relacdo a resposta que calos e cotilédones de soja tém quando expostos a filtrados
de cultura de isolados de F. solani f. sp. glycines. Essa variabilidade de respostas
também foi observada entre cultivares de soja (LIM et al., 1990). Em outro relato,
Baker e Nemec (1994) observaram que a toxina, obtida a partir de um isolado de
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Fusarium causador de PVR, foi capaz de inibir o crescimento de brotos e raizes,
causando necrose em folhas e hastes de plantas de soja.

As toxinas produzidas por espécies do género Fusarium spp., durante a
penetracdo do patdégeno no hospedeiro, causam a manifestacdo dos sintomas da
doenca e, em alguns casos, podem levar a planta a morte. Os danos celulares que
essas toxinas podem provocar no hospedeiro sdo os mais variados possiveis e
incluem variacdes na quantidade de algumas enzimas antioxidantes, alteracdes no
crescimento das células, na atividade mitocondrial e na permeabilidade da
membrana, reducdo da condutancia estomatal e no contetdo de clorofila e aumento
das trocas eletroliticas o que causa modificagdes no potencial da membrana
plasmatica da planta (WU et al., 2008).

Dessa forma, pelo exposto acima e devido a importancia que a soja assume
no Brasil, o presente estudo objetivou identificar morfologicamente isolados de
Fusarium spp. obtidos de raizes de plantas com sintomas de PVR e testar a
toxicidade e a patogenicidade de cada um desses isolados em duas cultivares de

soja através de teste in vitro e in vivo, respectivamente.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtencéao dos isolados de Fusarium spp.

A partir de amostras de raizes dos genétipos de soja, coletadas em uma area
experimental da Fundacdo Centro de Experimentacdo e Pesquisa (FUNDACEP),
CEPS 06002 RR, CEPS 06010 RR, CEPS 06031 RR, CEPS 06001 RR, CEPS
06005 RR, CEPS 06006 RR, CEPS 06015 RR e FUNDACEP 55 RR, que
apresentavam sintomas da PVR, procedeu-se o isolamento dos fungos do género
Fusarium spp. Nao foi possivel realizar isolamento a partir de raizes da cultivar
FUNDACEP 53 RR, uma vez que néo foi observada presenca de Fusarium spp.
associado as raizes da mesma. Para o crescimento e desenvolvimento do patdégeno,
as raizes foram previamente desinfetadas passando por lavagem em agua corrente
seguida por embebicdo em hipoclorito de sédio a 0,1% por 1 min, alcool 70% por 1

min e agua destilada por 1 min. Para retirada do excesso de umidade, as raizes
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foram colocadas sobre papel absorvente e, em seguida, em caixas Gerbox
previamente desinfetadas com hipoclorito de sodio a 2% e alcool absoluto (96°GL),
contendo papel filtro esterilizado umedecido com agua destilada e esterilizada. A
incubacdo do material foi feita a 23°C + 2°C e fotoperiodo de 12h. Apds 48h, foi
realizada a observacdo das estruturas fangicas, com o auxilio de microscopio
estereoscopico, e a remocgao de estruturas de Fusarium. Para isso, com o auxilio de
uma agulha, por¢des de micélio desenvolvido foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA. As placas foram incubadas a 25°C = 2°C e
fotoperiodo de 12 horas. Os isolados obtidos foram mantidos em tubos de ensaio
contendo meio de cultura BDA, acrescido de 6leo mineral esterilizado, para evitar
contaminacdes, até o momento da realizacdo do isolamento monosporico.

As colbnias mantidas em BDA + 6leo mineral foram purificadas conforme a
técnica de cultura monosporica descrita por Fernandes (1993). Aliquotas de micélio
de Fusarium spp. foram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. Apo6s 10 dias, pequenas porcdes do micélio dos fungos foram colocadas em 5
mL de agua destilada e esterilizada, agitadas e plaqueadas para placas de Petri
contendo meio de cultura agar-agua (AA) (Anexo 3). As placas foram deixadas
inclinadas para que houvesse o escorrimento do excesso de agua. Apos 24 horas de
incubacdo em temperatura ambiente (22°C), foi realizada a observacao dos esporos
germinados em meio AA, através de microscopio Otico. De acordo com a
metodologia descrita por Ventura (2000), esporos que germinaram isoladamente
foram repicados para trés placas de Petri contendo meio de cultura BDA, com o
auxilio de uma alca metdlica previamente flambada. As placas foram incubadas a
25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas e, apdés 72 horas, foram realizadas medidas
diametralmente opostas do crescimento micelial das colonias desenvolvidas, um dos
critérios utilizados para definir a espécie na chave de classificagdo de Ventura
(2000). Na etapa seguinte, 144 horas apos a avaliacdo dos diametros, porcdes do
meio de cultura contendo micélio de Fusarium spp. foram repicadas para meio de
cultura Folha de Cravo-Agar (FCA).

Segundo Ventura (1999), espécies de Fusarium esporulam em meio FCA em
um periodo entre seis a dez dias, apresentando conidios com formas uniformes e
nitidas enquanto o mesmo nao ocorre em meio BDA. Formados em esporodéquios,
0s macroconidios, que podem se desenvolver sobre pedacos de folha de cravo séo

uma caracteristica importante na identificacdo de espécies. Também ocorre a
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formacdo de microconidios nas hifas que estdo sobre o agar. O modo de formacéao
dos microconidios, presenca de cadeias e formacdo de clamidosporos podem ser
observados diretamente em meio FCA através de microscépio 6ético.

ApGs 10 dias, as placas de Petri contendo meio de cultura FCA e micélio de
Fusarium spp. jA desenvolvido, foram examinadas em microscépio O6tico. A
identificacdo das espécies do fungo foi realizada de acordo com a chave de
classificacao de Ventura (2000) e descricdes feitas por Gerlach e Nirenberg (1982) e
Nelson et al. (1983).

2.2.2 Efeitos de filtrados de cultura de Fusarium spp. sobre plantulas de soja

Os isolados de Fusarium spp. identificados morfologicamente no estudo anterior,
foram cultivados em frascos, com capacidade para 80 mL, contendo meio de cultura
YPD (extrato de levedura, peptona e dextrose) (Anexo 4) durante 14 dias a 25°C +
2°C e fotoperiodo de 12h. O meio YPD é indicado para estimular a producédo de
metabdlitos fungicos, sendo utilizado para o acumulo das micotoxinas produzidas
por diversos géneros, inclusive Fusarium. Apés esse periodo, a cultura foi preé-
filtrada em papel filtro esterilizado em forno a 180°C e, em seguida, filtrada através
de bomba de succdo a vacuo utilizando membrana Milipore™ de 0,22 um. O filtrado
resultante foi diluido a 5% em uma solu¢édo de KH,PO, 1mM e o pH da mesma foi
ajustado para 6,0. Uma solucdo de KH,PO4, 1mM pH 6,0 foi utilizada como controle
negativo. Plantulas de soja, das cultivares FUNDACEP 53 RR e FUNDACEP 59 RR,
com trés semanas de idade, foram destacadas da coroa e transferidas para frascos
contendo 60 mL da solucdo. Os frascos foram incubados a 25°C e fotoperiodo de
12h. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com duas
repeticbes por tratamento. ApGs oito dias, a severidade da doenga foi avaliada e
classificada de acordo com a escala de Huang e Hartman (1998). Para comparar a
severidade de doenca foliar, a escala foi convertida para porcentagem utilizando
valores médios (HUANG; HARTMAN, 1998) (Tabela 4 e Figura 8).
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TABELA 4 Escala da severidade de doencga foliar com suas respectivas correspondéncias em
porcentagem, para plantulas de soja expostas a filtrados de cultura de Fusarium spp.

%

Nota Sintoma Correspondente

1 Auséncia de sintomas 0%

2 Sintomas leves com mosqueado e mosaico (1 a 20% da folhagem afetada) 10%

3 Sintomas moderados com clorose e necrose internerval (21 a 50% da 3506
folhagem afetada)
Sintomas intensos com clorose e necrose internerval (51 a 80% da folhagem

4 65%
afetada)

5 Sintomas severos com clorose e necrose internerval e/ou plantas mortas (81 90%

a 100% da folhagem afetada)
Fonte: Huang; Hartman (1998).

FIGURA 8 Sintomas de toxidez de filtrados de cultura de Fusarium spp. e escala de notas para
severidade de doenca foliar. 1: Testemunha; 2: nota 2; 3: nota 3; 4: nota 4 e 5: nota 5. Santa Maria,
RS. 2008.
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Em virtude do aparecimento de raizes nas plantulas expostas a solu¢do, uma
escala de notas foi criada para classificar o tipo de raiz que foi originada (Tabela 5 e
Figura 9).

a

TABELA 5 Classificacbes de plantulas de soja quanto a emissdo de raizes quando expostas a
filtrados de cultura de Fusarium spp.

NOTA Aspecto do sistema radicular
0 Sem emisséo de raizes
1 Emissao de raizes anormais
2 Emissao de raizes adventicias
3 Emissao de raizes normais

FIGURA 9 Escala de notas aplicadas ao aspecto do sistema radicular de plantulas de soja expostas
aos filtrados de cultura de isolados de Fusarium spp. 0: nota O; 1: nota 1; 2: nota 2 e 3: nota 3. Santa
Maria, 2008.

Nesse experimento também foi avaliado o comprimento de raizes em
plantulas imersas em filtrados de cultura de Fusarium spp. Essa variavel foi medida

com uma régua com precisao de 0,01 cm.
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2.2.3 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado em vasos plasticos, utilizando-se duas
sementes/vaso das cultivares FUNDACEP 53 RR e FUNDACEP 59 RR. Essas
cultivares foram escolhidas em virtude de serem bastante utilizadas pelos produtores
das regides Central, Norte e Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. O substrato
utilizado foi do tipo PLANTMAX HA®. Os vasos foram colocados em casa-de-
vegetacdo sob fotoperiodo natural a £ 30°C por 3 meses. A irrigacdo foi realizada
manualmente, todos os dias, com agua proveniente de poco artesiano.

Nesse experimento, cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes
(vasos) com duas plantas cada. Os 13 tratamentos (isolados de Fusarium spp.
previamente identificados e o tratamento testemunha n&o inoculado) foram
arranjados em um delineamento inteiramente casualizado.

O in6culo utilizado foi composto por coldénias axénicas dos isolados de
Fusarium spp. anteriormente identificados, cultivadas em meio BDA. Discos, com 12
mm de diametro, contendo micélio desses isolados foram repicados para frascos
contendo arroz previamente umedecido e autoclavado duas vezes por 60 min a
121°C e 1 atm. Apos a repicagem dos fungos, os frascos foram colocados em
camara de incubacéo a 25°C + 2°C com fotoperiodo de 12 horas por 20 dias.

Passado o periodo de incubacgdo, o conteudo dos frascos foi colocado em
recipiente com agua destilada e esterilizada e agitado por 10 min. A suspensao
resultante foi filtrada e se contabilizou 0 nUmero de esporos de Fusarium spp. com o
auxilio de um hemacitémetro e microscopio 6tico. As suspensdes resultantes tiveram
sua concentracdo ajustada para 10° esporos. mL™* (POLLETTO, 2007). Na segunda
guinzena de outubro de 2008, foram inoculados 20 mL da suspenséo de esporos por
vaso sendo este volume incorporado logo abaixo da superficie do solo, enquanto o
tratamento Testemunha recebeu apenas agua. ApOs a inoculacdo, o solo foi
umedecido com agua.

Ao final do experimento, trés meses apdés a data de inoculacdo, foram
contabilizados o numero de folhas, nimero de vagens, diametro de colo - medido
através de um paquimetro digital (com preciséo de 0,01 cm), severidade de sintomas
foliares e radiculares, presenca de Fusarium spp. em fragmentos de raizes de

plantas através da confeccdo de camaras umidas em caixas Gerbox, fitomassa seca
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de parte aérea (FMS PA) e fitomassa seca de raiz (FMS R). As raizes foram
previamente desinfetadas por lavagem em agua corrente seguida por embebicdo em
hipoclorito de sédio a 0,1% por 1 min, alcool 70% por 1 min e agua destilada e
esterilizada por 1 min. Para retirada do excesso de umidade, as raizes foram
colocadas sobre papel absorvente e, em seguida, foram colocadas em camara
Umida, utilizando-se caixas Gerbox, para o crescimento e desenvolvimento do
patdgeno. As caixas Gerbox haviam sido previamente desinfetadas com hipoclorito
de sodio a 2% e alcool (92°GL), contendo papel filtro esterilizado umedecido com
agua destilada e esterilizada em autoclave. A incubacéo das caixas Gerbox foi feita
a 23°C + 2°C e fotoperiodo de 12h e, ap6s 48h, foi feita a observacédo de estruturas
de Fusarium spp. nas mesmas. Para determinacdo de FMS, a parte aérea e o
sistema radicular foram separados, colocados em sacos de papel e colocados para
secar em estufa a 60°C até atingir peso constante e pesados em balanca analitica
(precisao 0,01g).

A severidade dos sintomas foliares foi avaliada utilizando-se a mesma escala
do estudo de toxicidade, proposta por Huang e Hartman (1998). Avaliou-se, também
a severidade da podridao de raizes e colo. Para isso, as raizes foram lavadas em
agua corrente para remocdo do substrato e a severidade da PVR foi avaliada
utilizando-se a escala proposta por Achenbach et al. (1996) (Tabela 6). Ap6s a
avaliacdo de severidade, as raizes foram embaladas em sacos de papel, secas em
estufa a 50°C por 24h e pesadas para determinacéo da fitomassa seca de raiz.

TABELA 6 Escala de avaliagdo da severidade dos sintomas de PVR no sistema radicular da soja.

Notas* Graus de severidade
1 Auséncia de sintomas
2 25% de raizes com necrose; coroa Ssem necrose
3 25% a 50% de raizes com necrose; coroa sem necrose
4 >50% de necrose em raizes e coroa
5 Raizes e coroa necréticas; plantas mortas

*Em caso de variacdo da nota, para mais ou para menos, optou-se pela nota maior. Fonte:
Achenbach et al. (1996).
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2.2.4 Procedimento estatistico

Em relagéo aos dados obtidos no experimento de toxicidade de filtrados de
cultura de Fusarium spp., para as variaveis severidade foliar, emissdo de raizes e
comprimento de raizes foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e, quando os valores
foram significativos utilizaram-se as Comparacdes Mdaltiplas de Kruskal-Wallis
(SIEGEL,; CASTELLAN, 2006).

Os dados referentes ao numero de folhas de folhas, numero de vagens,
didametro de colo, fitomassa seca de parte aérea (FMS PA) e fitomassa seca de raiz
(FMS R) foram submetidos a analise da variancia e comparacdo de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Essas analises foram realizadas
através do software estatistico SANEST (ZONTA et al., 1984). Para a severidade de
parte aérea e raiz foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e, quando os valores foram
significativos utilizaram-se as Compara¢fes Multiplas de Kruskal-Wallis (SIEGEL;
CASTELLAN, 2006). Essa andlise foi realizada através do programa STATISTICA
6.0.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Espécies de Fusarium e sua caracterizacdo morfolégica

Nove espécies do género Fusarium foram identificadas dos oito genoétipos de
soja estudados, havendo diferenca entre espécies identificadas em diferentes
genotipos de soja dos quais o isolado fungico foi obtido (Tabela 7).

As espécies Fusarium solani, associada aos genoétipos CEPS 06002 RR,
CEPS 06010 RR e CEPS 06006 RR, e Fusarium kyushuense, encontrada em raizes
dos genotipos CEPS 06010 RR e FUNDACEP 55 RR, foram as mais frequentes. O
genotipo CEPS 06031 RR apresentou incidéncia de trés diferentes espécies do
fungo: F. avenaceum, F. graminum e F. verticillioides e no gen6tipo CEPS 06006 RR
além da incidéncia de F. solani, também foi observada a ocorréncia de F. equiseti.
Algumas espécies que foram identificadas nesse trabalho sdo mostradas na figura
10.
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E importante ressaltar que Fusarium solani possui mais de 79 formae
specialis, sendo que entre formas ndo-patogénicas a variabilidade genética € ainda
maior (ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1981). Esses patégenos sao conhecidos
pelos danos que causam através de infeccbes do sistema radicular, principalmente
em culturas como feijao e soja.

A podridao de raizes provocada por F. solani f.sp. phaseoli em feijoeiro causa
grandes prejuizos em paises europeus, na América Latina e nos Estados Unidos. A
doenca se caracteriza pela formacdo de estrias longitudinais avermelhadas no
hipocétilo e raiz primaria de plantas jovens. Com a evolu¢do da doenca surgem
manchas necréticas na raiz primaria e, geralmente, as raizes secundarias sao
totalmente destruidas resultando em reducdo na produtividade (BIANCHINI et al.,
1997).

TABELA 7 Espécies de Fusarium associadas ao sistema radicular de genétipos de soja com
sintomas de podriddo vermelha da raiz. Santa Maria, RS. 2008.

Genotipos de soja
0
x x x x x x x o
4 4 4 4 4 4 4 0
Espécies S = & S S S 9 o
P o o o o o o o Ll
© © © © © © © (@)
o o o o o o o <
n n n n n n n a
o o o o o o o =2
w w w w w w w )
@) @) @) @) @) @) @) LL
Fusarium avenaceum X
Fusarium solani X X X
Fusarium equiseti X
Fusarium acuminatum X
Fusarium kyushuense X X
Fusarium graminum X
Fusarium subglutinans X
Fusarium verticillioides X
Fusarium lateritium X
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FIGURA 10 Colb6nias de espécies de Fusarium identificadas utilizando-se critérios morfolégicos. A: F.
acuminatum; B: F. subglutinans; C: F. graminum; D: F. solani; E: F. kyushuense e F: F. verticillioides.
Santa Maria, 2008.

Caracteristicas como formato de macro e microconidios, presenca ou
auséncia de clamiddsporos, conidiéforos ramificados ou ndo e presenca de mono ou
polifialides, foram levados em consideracdo para a identificacdo de espécies de
Fusarium. Algumas dessas caracteristicas sdo apresentadas na figura 11.

Colbnias de Fusarium solani observadas em meio BDA apresentaram
didmetro de crescimento micelial de 2,3 cm, 72 horas apds a incubacédo, e sua
coloracao variou desde creme claro até verde azulada. Seu crescimento nesse meio
de cultura é bastante rapido e, geralmente, apresenta um micélio aéreo abundante.
Em meio FCA, observou-se a formacédo de microconidios, de maneira isolada (forma
oval a reniforme com uma ou duas células), em monofidlides longas ou em falsas
cabecas. A presenca de macroconidios foi abundante, com células apicais em
formato de agulha ou arredondadas e as células basais arredondadas ou
pediceladas. Os clamidosporos, abundantes nessa espécie, encontravam-se
arranjados de maneira simples ou aos pares. De acordo com Nelson et al. (1983), os
conidi6foros podem ser ramificados ou ndo e as monofidlides, responsaveis por
suportar os microconidios, sédo bastante longas. Fusarium solani € cosmopolita e tem

sido relatado como toxigénico.
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FIGURA 11 Estruturas encontradas em espécies de Fusarium utilizadas como critérios morfolégicos
para identificacdo. A: M- macroconidios; F-fialides e E-esporodéquio; B: microconidios em cadeia; C:
microconidios em falsas cabecas; D:clamidésporos; E e F: desenhos esquematicos ilustrando as
estruturas conjuntamente. Fonte: Google Images.

Fusarium avenaceum e suas formae speciales podem estar associadas a
doencas em leguminosas de importancia econdmica e esta entre as espécies de
Fusarium que, de acordo com Summerell et al. (2003), podem ser classificadas
apenas por caracteres morfolégicos. Os microconidios séo raros nessa espécie e 0s
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macroconidios sdo bastante longos e delgados com a célula apical curvada. As
células basais sdo pediceladas ou chanfradas e os conidi6foros podem ser
ramificados ou ndo em monofidlides. Em alguns casos ha auséncia de
clamidésporos. Com uma distribuicdo geografica cosmopolita, F. avenaceum
também tem sido relatado como produtor de toxinas (NELSON et al., 1983).
Conforme observado durante a identificacdo desse isolado, os macroconidios
produzidos em FCA eram longos, delgados e, geralmente, possuiam 3 septos. Em
meio de cultura BDA, a coldnia cresceu rapidamente e apresentou 2,9 cm de
didametro de crescimento micelial, as 72 h de incubacgéo, a 25°C + 2°C e fotoperiodo
de 12 h. O micélio do fungo apresentava um aspecto denso e esbranquicado
variando sua coloracdo desde um tom bronzeado até castanho-avermelhado. A
superficie inferior da cultura possuia uma coloracdo em tom bronzeado até vermelho
carmim ou marrom escuro.

Entre as espécies de Fusarium ja catalogadas, Fusarium equiseti € um
notavel colonizador saprofitico que pode ser, regularmente, invasor secundario de
tecidos doentes (SUMMERELL et al.,, 2003). Conforme relatado por Nelson et al.
(1983), os microconidios podem estar presentes no micélio aéreo e possuem forma
oval ou de virgula. Os macroconidios sdo fortemente septados, espessos e em
formato de foice com uma distinta curvatura, o lado ventral € suavemente arqueado
e o dorsal possui uma curvatura abrupta. As células apicais sdo mais ou menos
alongadas e acentuam a curvatura do esporo e as células basais sdo distintamente
pediceladas. Os conidi6foros apresentam-se em monofialides ramificadas ou nao e
h& abundéancia de clamidésporos com paredes rugosas produzidos em grupos ou
cadeias. Para identificacdo do isolado, em BDA, a medida do diametro do
crescimento micelial da cultura foi 2,8 cm. O micélio, denso e aéreo, apresentou
coloracéo esbranquicada que evoluiu para um tom bronzeado a marrom conforme a
cultura envelhecia. Também foi observada a presenca de esporodéquios
alaranjados. A superficie inferior teve pigmentacdo bronzeada a marrom, podendo
chegar a vermelho carmim. Broders et al. (2007) constataram elevada
patogenicidade de F. equiseti em sementes de milho e soja. A espécie possui
semelhanca com F. semitectum e também é relatada como toxigénica.

Fusarium acuminatum pode ser encontrado associado a raizes e hastes de
plantas sob a forma saprofitica e a espécie possui sinonimia com F. scirpi, F.
equiseti e F. roseum (SUMMERELL et al., 2003). Isolados de F. acuminatum,
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associados a sementes, provocaram lesbes em raizes de plantulas de soja
(BRODERS et al.,, 2007). Conforme Nelson et al. (1983), os microconidios
geralmente sdo esparsos e 0s macroconidios sdo delgados e fortemente curvados,
assumindo um formato de foice. A célula apical é alongada assim como em F.
equiseti, enfatizando a curvatura do esporo e a célula basal é distintamente
pedicelada. Os conidi6foros apresentam-se em monofidlides que podem ser
ramificadas ou ndo e os clamidosporos sdo formados de maneira isolada ou em
cadeias. Em meio BDA, observou-se que as col6nias de F. acuminatum cresceram
rapidamente (2,67 cm de diametro, em 72 h de incubacdo a 25°C), formando um
denso micélio aéreo e, conforme o envelhecimento da cultura, p6de-se observar a
formacdo de esporodoéquios cor-de-laranja. A superficie inferior da cultura
apresentou coloracéo vermelho carmim que variou desde um tom bronzeado até o
marrom.

Analisando quatro importantes isolados produtores de tricotecenos obtidos de
plantas de trigo doentes, Aoki e O’'Donnell (1998) descreveram uma nova espécie de
Fusarium. Através de estudos moleculares sistematicos, foi evidenciado que os
qguatro isolados representavam espécies filogeneticamente distintas que foram,
entdo, descritas como Fusarium kyushuense devido ao fato de terem sido
encontradas na ilha de Kyushu, Japdo. Os conidios, septados ou n&o, sédo
produzidos em conidi6foros aéreos densamente ramificados, evidenciando células
conidiogenas. Os esporodéquios estdo arranjados em monofialides com
microconidios esparsos e macroconidios assumindo um formato elipsoide a clavato
com auséncia de clamidésporos. O isolado do fungo identificado por esse estudo
apresentou um aspecto flocoso com pigmentacdo avermelhada em meio BDA, cuja
medida de crescimento micelial foi de 2,41 cm, as 72 h de incubacédo. A superficie
inferior em meio de cultura apresentou coloragéo vermelho vivo, que variou do vinho
até um tom em degradé de branco a avermelhado.

Em meio BDA, Fusarium graminum mediu 2,61 cm de didmetro de
crescimento micelial. O micélio era denso e aéreo com pigmentacdo que variou
desde branco até pink. Esporodéquios cor-de-laranja se desenvolveram conforme a
cultura envelhecia, com auséncia de microconidios e clamidésporos. De acordo com
observacdes feitas por Nelson et al. (1983), os macroconidios possuem formato de
foice e sdo muito delicados e delgados. A célula basal tem um formato pedicelado e
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o conidio pode ter entre 3 a 5 septos. Os conidiéforos podem ser ramificados ou ndo
em monofialides.

Fusarium subglutinans esta associado a plantas de milho causando podridédo
do colmo (SUMMERELL et al., 2003). Nessa espécie, 0os microconidios sao
abundantes e ovais (1-3 septos) e produzidos somente em falsas cabecas.
Macroconidios possuem formato de foice com uma curvatura pouco acentuada. As
superficies basal e apical dos conidios sdo quase paralelas e a célula basal possui
um formato pedicelado. Os conidiéforos podem ser ramificados ou ndo com
monofialides ou polifidlides. F. subglutinans nao forma clamidésporos e em BDA a
colénia é parecida com Fusarium oxysporum. Esporodoquios podem estar ou ndo
presentes e, quando presentes, apresentam uma discreta coloracdo alaranjada
(NELSON et al.,, 1983). No isolado estudado, esse micélio aéreo cresceu
rapidamente, atingindo 1,83 cm de diametro em 72 h de incubagdo a 25°C e
apresentou coloracdo purpura.

Fusarium verticillioides (= F. moniliforme) é o agente causal da podriddo de
colmo e espigas na cultura do milho e também € relatada como produtora de
fumonisina (SUMMERELL et al., 2003). A incidéncia da doenca é mais acentuada
guando a semeadura ocorre sob condicbes de estresse como alta umidade e baixa
temperatura, muito comuns na regido Sul do pais nos primeiros plantios de agosto a
setembro (LUCCA FILHO, 1987; CASA et al.,, 1995; PEREIRA, 1997). A espécie
apresenta abundancia de microconidios que possuem um formato oval a clavado,
com base plana, formados em longas cadeias e em falsas cabecas. Macroconidios
estdo presentes mesmo que algumas vezes sejam raros e sua aparéncia varia
desde um leve formato de foice até quase totalmente reto com as superficies dorsal
e ventral quase paralelas. A célula basal do macroconidio possui formato pedicelado
e o0s conidi6foros podem ser ramificados ou ndo, com monofidlides, e ndo ha
presenca de clamidésporos (NELSON et al., 1983). Em BDA, a cultura mediu 1,26
cm de didmetro de crescimento micelial e apresentou um micélio aéreo que cresceu
rapidamente. Os esporoddquios possuiam um discreto tom laranja o que fez com
gue a cultura assumisse essa coloracao.

Fusarium lateritium possui microconidios esparsos ou ausentes em muitos
isolados, mas abundantes em alguns. Eles possuem um formato elipséide ou clavato
com até trés septos. Macroconidios sao abundantes e geralmente cilindricos, com a

superficie ventral e dorsal paralelas, mas em alguns casos 0s macroconidios podem
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ser curvados. A célula apical possui um formato de bico ou gancho, é pedicelada e
os conidi6foros podem ser ou ndo ramificados, em monofialides. Os clamiddsporos
sdo formados isoladamente ou em cadeias, podendo ser raros em alguns isolados
(NELSON et al., 1983). Em BDA, a colonia mediu 2,00 cm de crescimento micelial,
apos 72 h de incubacdo, com esparso micélio aéreo. Os esporodoquios eram
abundantes e possuiam coloracdo laranja. As culturas tinham coloracdo vermelho
carmim em ambas as superficies, variando desde branco até pink na superficie
superior e laranja claro a bronzeado na superficie inferior.

A presenca de diferentes espécies, coexistindo com raizes de plantas de soja
com sintomas de PVR, pode ser explicada pelo fato da area onde as coletas foram
realizadas possuir um esquema de rotacdo de culturas que incluia soja durante o
verdo e azevém ou trigo no periodo dos meses de inverno. Assim, é possivel que
patdgenos tipicamente causadores de doencas nessas culturas, como F.
kyushuense que provoca podriddo na cultura do trigo, possam estar associados ao
sistema radicular da soja colaborando para a incidéncia da PVR.

Esses patdégenos podem ndo necessariamente causar sintomas tipicos da
PVR, mas podem atuar definhando a planta aos poucos e favorecendo a
colonizacao de F. solani.

2.3.2 Toxicidade de filtrados de cultura de isolados de Fusarium spp. a
plantulas de soja

A tabela 8 traz os valores obtidos no teste de Kruskal-Wallis para as variaveis
severidade de doenca foliar, emissdo de raizes e comprimento de raizes na cultivar
FUNDACEP 53 RR. N&o houve efeito significativo para nenhuma das variaveis
analisadas.

TABELA 8 Valores do teste de Kruskal-Wallis para severidade foliar, emissdo de raizes e
comprimento de raizes em plantulas da cultivar FUNDACEP 53 RR quando expostas a filtrados de
cultura de isolados de Fusarium spp. Santa Maria, RS. 2008.

Variaveis Valor do teste Valor p

Severidade de doenca foliar 17,80 0,1216
Emissao de raizes 20,78 0,053
Comprimento de raizes 20,69 0,551

(p) probabilidade de erro (p<0,05).
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Mesmo assim, é importante ressaltar que houve diferencas entre as espécies
de Fusarium comparadas entre si perante a emissdo de raizes pelas plantulas de
soja imersas na solucao de filtrados de cultura das diferentes espécies do patégeno.
Isso pode ser devido a determinados metabdlitos produzidos pelo fungo que,
conjunta ou isoladamente, favorecem ou prejudicam o estabelecimento de raizes e
também, em funcdo da possibilidade da cultivar FUNDACEP 53 RR ser menos
suscetivel as micotoxinas presentes nos filtrados de cultura.

O género Fusarium é o mais importante género toxicogénico conhecido entre
os fungos filamentosos que, além de produzirem toxinas como tricotecenos e
fumonisinas, também séo capazes de produzir metabdlitos secundarios tais como a
giberelina que é um dos horménios de crescimento de plantas (O'DONNELL, 1997).

Comportamento diferente foi observado para as mesmas variaveis em
plantulas da cultivar FUNDACEP 59 RR imersas em filtrados de cultura dos mesmos
isolados de Fusarium spp. (Tabela 9).

TABELA 9 Valores do teste de Kruskal-Wallis para severidade de doenca foliar, emisséo de raizes e
comprimento de raizes em plantulas da cultivar FUNDACEP 59 RR quando expostas a filtrados de
cultura de isolados de Fusarium spp. Santa Maria, RS. 2008.

Variaveis Valor do teste Valor p
Severidade de doenca foliar 21,43 0,044
Emisséo de raizes 22,85 0,029
Comprimento de raizes 22,23 0,035

(p) probabilidade de erro (p<0,05).

Em relacéo a severidade de doenca foliar para a cultivar FUNDACEP 59 RR,
os isolados F. subglutinans, F. kyushuense “A” e F. graminum foram os mais
agressivos, obtendo as maiores porcentagens de severidade (Figura 12). Porém,
nas plantas expostas aos filtrados de F. acuminatum, F. solani “A” e F. verticillioides,
o percentual de severidade foi baixo e, por isso, esses isolados nao diferiram da
Testemunha. Entre os demais tratamentos houve pouca diferenca, porém, todos os
isolados foram capazes de provocar sintomas da doenca.
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FIGURA 12 Severidade de doenca foliar em plantulas de soja da cultivar FUNDACEP 59 RR
expostas a filtrados de cultura de diferentes isolados de Fusarium spp. ap0s oito dias. Santa Maria,
RS. 2008.

Para a varidvel emissdo de raizes, na cultivar FUNDACEP 59 RR, os
tratamentos que incluiam a imersdo das plantulas em filtrados de cultura de
Fusarium spp. diferiram da testemunha. Esse resultado reforca a idéia de que os
metabdlitos presentes nos filtrados utilizados possuem alguma substancia inibitoria

sobre a diferenciagéo, divisdo e expansao celular das plantulas (Figura 13).
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FIGURA 13 Emissdo de raizes em plantulas de soja da cultivar FUNDACEP 59 RR expostas a
filtrados de cultura de diferentes isolados de Fusarium spp. apés oito dias. Santa Maria, RS. 2008.
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A Testemunha obteve nota maxima (trés) em relacdo a emissdo de raizes
(raizes normais) enquanto as plantulas imersas nos filtrados de cultura de F. solani
“A”, F. subglutinans, F. kyushuense “A” e “B”, F. graminum e F. verticillioides n&o
emitiram raizes (nota zero). Certamente esses foram os tratamentos que
provocaram maior desordem metabdlica, principalmente do ponto de vista hormonal,
uma vez que prejudicaram a emissao de raizes.

Avaliando a evolucao de sintomas da PVR em plantulas de soja expostas a
filtrados de cultura de F. solani f. sp. glycines, Freitas (2003) verificou que no quinto
dia de exposicdo ao filtrado de cultura as plantulas imersas ndo emitiram raizes,
cessando assim a absorcdo da solugcdo. Em contrapartida, as testemunhas imersas
em solucao de KH,POy4, pH 6,0, apresentaram emissao de raizes.

Os Tratamentos testemunha e isolado F. avenaceum obtiveram 0s maiores
comprimentos de raizes e os tratamentos F. solani “A”, F. subglutinans, F.
kyushuense “A”, F. graminum, F. verticillioides e F. kyushuense “B” foram os que
mais afetaram a variavel analisada. Além disso, é possivel que a cultivar
FUNDACEP 59 RR tenha maior sensibilidade a acao de metabdlitos fungicos (Figura
14).

Quando o patdgeno entra em contato com o0 hospedeiro suscetivel ocorrem
uma série de reacbes em cascata que visam proteger o metabolismo vegetal contra
o ataque do fitopatdgeno. Em contrapartida, na guerra biolégica que se inicia, o
patdgeno secretara uma gama de compostos téxicos que irdo protegé-lo contra o
ataque das substancias de defesa produzidas pelo vegetal. Nisso, ha producdo de
fatores “mating types” e de viruléncia, protegdo contra compostos de defesa e
secrecao de toxinas no interior da célula atacada (STERGIOPOULOS et al., 2002).
Esse arsenal bioquimico produzido tanto pela planta quanto pelo patégeno
prejudicam o desenvolvimento normal do vegetal, podendo atrofiar seu sistema

radicular.
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FIGURA 14 Comprimento de raizes de plantulas de soja da cultivar FUNDACEP 59 RR expostas a
filtrados de cultura de diferentes isolados de Fusarium spp. apds oito dias. Santa Maria, RS. 2008.

Resultados de pesquisa obtidos por Kang ; Buchenauer (2002) mostraram
gue a colonizacéo intra e intercelular da lema, palea, ovério e raquis de espigas de
trigo por hifas de F. culmorum causam altera¢cdes pronunciadas nas paredes
celulares e lamela média e também resultam em modificacdes nos componentes da
parede celular do hospedeiro como celulose, polimeros de xilose (xilana) e pectina.

Os resultados observados nesse estudo vém de encontro aos obtidos por
Freitas (2003). As cultivares aqui relatadas ndo demonstraram ter resisténcia ao
patdgeno, porém houve uma variabilidade no grau de expresséo dos sintomas, tanto
gue para FUNDACEP 53 RR, ndo houve efeito significativo para a severidade da
doenca como aconteceu na cultivar FUNDACEP 59 RR. Conforme aumentava o
tempo de exposicdo aos filtrados de cultura notava-se a reacédo das plantas e, em
alguns casos, a severidade foi tdo intensa que, ao terceiro dia de imersao na
solucédo de filtrado, as plantulas ja exibiam sinais de colapso celular total, o que era
verificado por sintomas como murcha generalizada, lesdes necroticas em foliolos e

abscisao de foliolos (Figura 15).
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FIGURA 15 Evolucéo dos sintomas da doenca em plantulas de soja expostas a filtrados de cultura de
diferentes espécies de Fusarium. A: clorose internerval nos foliolos inferiores aos trés dias de
exposicéo ao filtrado; B: clorose internerval em detalhe; C: clorose internerval e necrose de bordos no
primeiro trifélio; D: comparacdo entre uma planta imersa em solucdo de filtrado de cultura (exibindo
clorose) e a testemunha (imersa em solucéo de KH,PQOy,); E: plantula aos oito dias de exposicdo ao
filtrado de cultura, exibindo abscisao de trifolios e F: plantulas imersas em solucédo de filtrado, ja sem
os trifélios, em comparacao as testemunhas. Santa Maria, RS. 2008.

A acao conjunta das micotoxinas produzidas por Fusarium spp. ainda € alvo
de muitas especulagfes. Sabe-se que tais micotoxinas contribuem diretamente para
a habilidade que Fusarium spp. possuem ao causar doencas em plantas (PROCTOR
et al.,, 2002). Os autores citam, por exemplo, a producdo de tricotecenos
deoxinivalenol (DON) e DON acetilado por F. graminearum e F. verticillioides como
produtor de fumonisinas.

Além dos disturbios metabdlicos que as toxinas produzidas por Fusarium spp.
provocam, existe uma preocupacdo perante o acumulo dessas toxinas em graos,
principalmente milho, trigo e soja. Em um trabalho que avaliou a capacidade de
contaminacdo por toxinas produzidas por Fusarium proliferatum (T. Matsushima)
Nirenberg, isolado ITEM 1752 em gréos de milho, Pascale et al. (1999), observaram,
nos experimentos que envolveram inoculacdo de toxinas, diferentes graus de
manifestacdo da doenca em nove hibridos de milho testados. Esse resultado, in vivo,
corrobora com os aqui relatados, reforcando a idéia de que ha diferenca na

patogenicidade de espécies de Fusarium.
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A variabilidade observada na severidade de doenca foliar e na emissao de
raizes em plantulas tratadas com filtrado de cultura corrobora com os resultados
obtidos por Burke (2007), que cita que as respostas fisiologicas da planta ao
estresse, geralmente, variam com a severidade e a duracdo da exposicdo da mesma
a esse estresse. Embora a planta produza metabdlitos para sua defesa contra as
micotoxinas, alguns componentes desse sistema seriam inativados e até mesmo
destruidos devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes. Isso
sobrecarregaria o limite de tolerancia que os compostos produzidos pela planta
teriam resultando em uma injaria micotoxica (WU et al., 2008).

2.3.3 Teste de patogenicidade

Em func&o da desuniformidade da ocorréncia de sintomas da doenca na parte
aérea e no sistema radicular, ndo foi possivel adotar o critério de notas para
avaliacdo de severidade. Isso pode ter acontecido em funcdo da auséncia de
condicdbes ambientais favoraveis ao estabelecimento do patégeno e
desenvolvimento da doenca ou, em funcdo dos isolados testados nesse ensaio
possuirem especificidade quanto ao hospedeiro. Alguns sintomas como clorose
internerval e necrose em bordos dos foliolos, puderam ser observados entre as
repeticdes que compunham os tratamentos em que foi feita inoculacéo (Figura 16). A
analise de variancia feita para as variaveis resposta desse experimento encontra-se
na tabela 10 (Apéndice 1).

De acordo com Fronza (2003), a reacao de genétipos de soja a podridao
vermelha da raiz, avaliada por meio de sintomas foliares, € influenciada pelo
ambiente, especialmente época, tipo e homogeneidade de semeadura, temperatura
e teor de umidade do solo, temperatura do ar e quantidade de inGculo.
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FIGURA 16 Sintomas observados em plantas de soja de duas cultivares inoculadas com diferentes
espécies de Fusarium. A e B: clorose internerval; C: pontuacdes necréticas nos bordos e na base das
nervuras dos foliolos; D: evolugdo do sintoma passando para uma necrose internerval; E: necrose nos
bordos dos foliolos e F: folha carijo, sintoma tipico da PVR. Santa Maria, RS. 2008.

No entanto, foi possivel observar presenca de Fusarium spp. nos fragmentos
de raiz colocados sob condicbes de camara Umida, em praticamente todas as
repeticées, em todas as plantas inoculadas com o patégeno. Embora doencas de
plantas sejam usualmente caracterizadas por partes da planta afetadas (manchas
foliares, podrid6es de raizes, murchas, etc...), pouco é conhecido sobre os fatores
gue condicionam a habilidade dos patdgenos ao colonizar diferentes tecidos da
planta (Dufresne; Osbourn, 2001). Patégenos de solo, entretanto, sdo muito habeis
para competir efetivamente com a comunidade microbiana existente na rizosfera e
para combater metabdlitos antimicrobianos que sédo produzidos pelas raizes das
plantas (CARTER et al., 1999).
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Com relagéo a variavel numero de folhas, houve efeito significativo para os
isolados testados, e as maiores médias foram obtidas por F. kyushuense “A” seguido
por F. solani “A”, F. subglutinans e F. avenaceum (Figura 17). Os demais
tratamentos assumiram 0 mesmo comportamento que o tratamento testemunha em
relacdo a essa variavel, sendo que os tratamentos F. verticillioides, F. graminum, F.

solani “B” e F. acuminatum apresentaram menor numero de folhas.

w
m
=
£ 30
L]
=]
o
o 15 +—
£
e |
=
&>
SIS S QR P & & X
@ S & o@) ('\\\\) @ P & \“\) Q& fz}\o
A 0}\ L & & I i I T A\

o & $ o R
o‘}\ < %\50 .‘5& < \5’;‘\ A9 « .;0{\ & ® <« o
S <« 3 & 3

*.
< <
Isolados

FIGURA 17 Numero de folhas em plantas de soja inoculadas com diferentes espécies de Fusarium
apos trés meses de contato com os isolados do patdégeno. Santa Maria, RS. 2008.

Para a variavel niumero de vagens na cultivar FUNDACEP 53 RR (Figura 18),
as maiores médias foram observadas em plantas inoculadas com F. solani “A” mas,
mesmo assim, ndo houve diferenca entre os demais tratamentos e o tratamento
testemunha, exceto em plantas inoculadas com F. kyushuense “A” nas quais, 0
namero de vagens foi reduzido. Vale ressaltar que isolados dessa espécie sdo
tipicos produtores de tricotecenos em trigo, toxinas estas que colaboram para o
desenvolvimento da doenca e, consequentemente, comprometem o rendimento em
plantas por ele infectadas (AOKI; O'DONNELL, 1998).
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FIGURA 18 Numero de vagens em plantas de soja da cultivar FUNDACEP 53 RR inoculadas com
diferentes espécies de Fusarium apds trés meses de contato com os isolados do patdgeno. Santa
Maria, RS. 2008.

Em contrapartida, na cultivar FUNDACEP 59 RR houve uma inversdo na
ordem de isolados que promoveram ou inibiram a formacédo de vagens e isso pode
ser em funcdo da especificidade do patégeno a cultivar de onde o mesmo foi
isolado. Assim, por ter sido inoculado em uma cultivar diferente daquela que foi
obtido, F. kyushuense “A” foi a espécie que obteve as maiores médias para a
variavel em questado, diferindo apenas do isolado F. subglutinans. O tratamento
testemunha né&o diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 19).

Mesmo que ndo tenha ocorrido diferenca estatistica entre os tratamentos e o
tratamento testemunha na cultivar FUNDACEP 59 RR, é possivel observar que as
espécies F. avenaceum e F. subglutinans prejudicaram o desenvolvimento de
vagens em plantas de soja. Durante a infec¢cdo e colonizacdo do patdégeno nos
tecidos da planta, ocorrem muitas reacbes em cadeia que irdo ter interferéncias
diretas em alguns metabolismos e, entre eles, o hormonal. Uma hipétese que pode

auxiliar na compreensdo desses resultados € a super produgdo ou inibicdo de

alguns horménios responsaveis pela diferenciacdo de gemas e floracao.
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FIGURA 19 NUumero de vagens em plantas de soja da cultivar FUNDACEP 59 RR inoculadas com
diferentes espécies de Fusarium apds trés meses de contato com os isolados do patdgeno. Santa
Maria, RS. 2008.

De acordo com Hershman et al. (1990), o nimero de vagens em plantas com
sintomas de PVR s6 é afetado quando a severidade da doenca atinge niveis
moderados a severos, 0 que ndo aconteceu neste trabalho. Além disso, maior
severidade da doenca durante o florescimento e a producéo de vagens pode resultar
no aborto de flores e vagens (ROY et al., 1997).

Para a variavel diametro de colo, a analise estatistica mostrou que houve
interacdo significativa entre as cultivares de soja e as espécies de Fusarium
inoculadas. Na cultivar FUNDACEP 53 RR, o tratamento F. avenaceum obteve a
maior média para a varidvel em questdo e os demais tratamentos ndo diferiram do

tratamento testemunha (Figura 20).
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FIGURA 20 Didmetro de colo (mm) em plantas de soja da cultivar FUNDACEP 53 RR inoculadas com
diferentes espécies de Fusarium apds trés meses de contato com os isolados do patdgeno. Santa
Maria, RS. 2008.

Comportamento similar foi observado na cultivar FUNDACEP 59 RR, embora
tenha sido observada pouca diferenca entre os tratamentos. A espécie F.
subglutinans foi a que promoveu maior diametro de colo e os demais tratamentos

nao diferiram do tratamento testemunha (Figura 21).
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FIGURA 21 Didmetro de colo (mm) em plantas de soja da cultivar FUNDACEP 59 RR inoculadas com
diferentes espécies de Fusarium apds trés meses de contato com os isolados do patdgeno. Santa
Maria, RS. 2008.
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Embora poucas diferencas tenham sido observadas entre os tratamentos para
as variaveis numero de folhas, numero de vagens e diametro de colo, é importante
ressaltar que houve efeito significativo para isolados, o que permite inferir que esses,
mesmo nao provocando o surgimento de alguns sintomas tipicos da PVR, foram
capazes de afetar o metabolismo da planta, fato que pode ser observado por
alteracbes em numero de folhas e vagens. Assim, pode ter havido influéncia
negativa do ambiente para o surgimento de sintomas reflexos da doenca na parte
aérea das plantas inoculadas com o patégeno.

Em relacéo a fitomassa seca (FMS) de parte aérea, houve efeito significativo
apenas para isolados quando, nas plantas inoculadas com isolados de Fusarium
spp., foi verificada maior FMS de parte aérea para alguns isolados (Figura 22). Em
contrapartida, Oliveira (2007), ao avaliar o peso seco de parte aérea e raizes de
cartamo (Carthamus tinctorius) cultivado em presenca ou auséncia de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary., verificou que a presenca do patégeno no substrato de
cultivo reduziu o crescimento das plantas, o que foi comprovado pelo peso seco de
parte aérea e raizes. O autor enfatizou que, mesmo sem produzir sintomas na

planta, S. sclerotiorum prejudicou o desenvolvimento vegetal.
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FIGURA 22 Fitomassa seca de parte aérea (g) de plantas de soja inoculadas com diferentes espécies
de Fusarium apés trés meses de contato com os isolados do patégeno. Santa Maria, RS. 2008.

A figura 22 aponta que os isolados de F. acuminatum e F. verticillioides foram
0s que mais prejudicaram a FMS de parte aérea, fator que indica que a planta sofreu
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uma reducdo nos niveis fotossintéticos. Em contrapartida, repetindo o que ja havia
sido observado para a variavel diametro de colo, as plantas que foram inoculadas
com o isolado de F. avenaceum tiveram as maiores médias de FMS de parte aérea.
A variavel FMS de raiz também se comportou da mesma forma que FMS de
parte aérea, sendo o fator isolados de Fusarium spp. o Unico com efeito significativo
(Figura 23). Alguns isolados diferiram entre si, mas néo diferiram do tratamento
testemunha, sendo que esses dados reforcam a hipétese de que pode ter havido
uma especificidade do isolado de Fusarium spp. em relacdo ao genotipo de soja,
fazendo com que esses isolados estimulassem o crescimento da planta quando

inoculados em diferentes genotipos.
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FIGURA 23 Fitomassa seca de raiz (g) de plantas de soja inoculadas com diferentes espécies de
Fusarium apos trés meses de contato com os isolados do patégeno. Santa Maria, 2008.

Em contrapartida, Poletto (2008), avaliando nutricdo e niveis de
sombreamento em plantas inoculadas e nao inoculadas com isolados de F.
oxysporum, F. solani e também com os dois patégenos combinados, observou que
as variaveis biomassa radicular, aérea e total foram bastante comprometidas pela
presenca dos fitopatégenos. O autor ainda menciona que Fusarium spp. foi capaz de
diminuir o sistema radicular, possivelmente em funcdo de impedimento no
crescimento ou necrose, provocando diminuicdo da biomassa aérea e,
consequentemente, menor absor¢cdo de nutrientes e/ou obstrucdo dos vasos

condutores de seiva.



A expressdo de sintomas foliares da PVR em soja, assim como a
classificacdo de resisténcia das cultivares, pode diferir de acordo com 0 ano e a
época de semeadura, afetando a colonizagdo da raiz pelo patégeno (HERSHMAN
et al.,,1990). Quando o objetivo é selecionar alelos que possam conferir
resisténcia a essa doenca, o ideal é conduzir o ensaio em locais cujas condi¢des
ambientais sejam as mais controladas possiveis, tais como casas-de-vegetacao
ou camaras de crescimento (MELGAR; ROY, 1994). Conforme relatado por Nijiti et
al. (2001), ensaios realizados em casa-de-vegetacdo reduzem custos

experimentais oriundos de dados perdidos devido a variabilidade de campo e

facilitam a selecéo e o isolamento de alelos de resisténcia a PVR.

2.4 CONCLUSOES

1. Diferentes espécies de Fusarium estdo associadas ao sistema radicular
plantas de soja com sintomas de PVR.

78
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2. Gendtipos de soja variam com relagdo as espécies de Fusarium associadas

as suas raizes.

3. Espécies de Fusarium possuem agressividade diferenciada em relacdo a

manifestacdo dos sintomas em soja que é dependente do gendtipo de soja.
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ANEXO 1

Meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)

- 200 g de batatas descascadas e fatiadas;

- 20 g de dextrose;

- 15 g de agar;

- 1 L de agua destilada;

- 0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio de cultura.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods. 2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.
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ANEXO 2

Meio de cultura Folha de Cravo — Agar (FCA ou CLA)

- 15 g de agar;
- 1 L de agua destilada;
- folhas de cravo (distribuidas na placa de Petri antes de verter o0 meio).

NELSON, P. E.; TOUSSON, T. A.; MARASAS, W. F. O. Fusarium Species: an
lllustrated Manual for Identification. Philadelphia: Pennsylvania State University
Press, 1983. 193 p.



ANEXO 3

Meio de cultura Agar-agua (AA)

- 17 g de Agar-agar;
- 1 L de agua destilada.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods. 2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.
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ANEXO 4

Meio de cultura YPD (Yeast, Pepton, Dextrose — Extrato de levedura, Peptona e

Dextrose)

- 20 g de peptona;
- 10 g de extrato de levedura;
- 20 g de dextrose;

- 1 L de agua destilada.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods. 2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.
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TABELA 10 Analise de variancia para as variaveis respostas estudadas no teste de patogenicidade

de diferentes isolados de Fusarium spp. a soja. Santa Maria, RS. 2008.

Varidvel resposta Causas de variacdo Prob.>F

Cultivar 0,00001°

Numero de folhas ISOIE.ldO 0,00001
Cultivar*lsolado 0,17683ns
CV (%) 20,30
Cultivar 0,87750ns

Numero de vagens ISOIE.ldO 0’0886895
Cultivar*lsolado 0,00147
CV (%) 38,0
Cultivar 0,57150[15

Diametro de colo ISOIE.ldO 0’00001*
Cultivar*lsolado 0,02826
CV (%) 13,5
Cultivar 0,23719[15

Fitomassa seca de parte aérea ISOIE.ldO 0,00007
Cultivar*lsolado 0,44535ns
CV (%) 25,1
Cultivar 0,04837

Fitomassa seca de raiz ISOI"’.‘dO 0,000368
Cultivar*lsolado 0,50741ns
CV (%) 30,1

(*) Efeito significativo e (ns) n&o significativo a 5% de probabilidade de erro.



