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Introducgao

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum spp., € uma das doencas
que podem limitar o rendimento da cultura da soja. No Brasil duas espécies
foram associadas a doenga, Colletotrichum truncatum (Rogério et al. 2017)
e C. cliviae (Barbieri et al., 2017). Mas ha outras espécies relatadas asso-
ciadas a antracnose, C. coccodes (Riccioni et al., 1998), C. gloeosporioides
(teleomorfo Glomerella cingulata) (Chen et al., 2006), C. incanum (Yang et
al., 2014), C. capsici (Ghosh et al., 2016), C. destructivum (teleomorfo G.
glycines), C. graminicola (teleomorfo G. graminicola), C. chlorophyti (Yang;
Hartman, 2015).

O fungo pode sobreviver em restos de cultura e sementes. Sementes in-
fectadas podem dar origem a plantulas com necrose nos cotilédones. Essa
necrose pode se estender para o hipocétilo e resultar em tombamento pré-
ou pés-emergéncia. Varias partes das plantas podem ser infectadas (haste,
peciolos, foliolos, vagens) em qualquer estadio de desenvolvimento das plan-
tas. Pode ocorrer queda de vagens e/ou deterioragado das sementes. Vagens
infectadas no inicio da formacéo [estadios R3-R4 (Fehr; Caviness,1981)] fi-
cam castanho-escuras a negras e retorcidas. Se infectadas em estadios mais
avangados podem ocorrer lesdes escuras nas vagens. Em periodos de alta
umidade podem ser visualizadas pontuacdes negras que s&o as frutificagbes
do fungo. Nas hastes e nas nervuras dos foliolos podem ocorrer lesdes ne-
gras e deprimidas (Godoy et al., 2016).

A doenca é favorecida por condi¢des de temperatura e umidade altas. Ocorre
mais comumente nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil (Henning et al.,
2014), mas tem sido comum produtores da regido Sul do Brasil citarem essa
doenga como uma das mais comuns em suas lavouras e realizarem aplica-
¢cOes de fungicidas para controle.
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Em amostras de hastes, folhas e/ou vagens, coletadas e recebidas pelo
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Soja, com ou sem sintomas que
poderiam ser atribuidos a antracnose, tem sido frequente a obtencéo de iso-
lados de Colletotrichum ou de Glomerella (teleomorfo de Colletotrichum), o
que indicou a necessidade de caracterizagao e identificacdo desses isolados,
para verificar se ha a ocorréncia de espécies diferentes daquelas ja relatadas
associadas a antracnose na soja.

O objetivo deste trabalho foi verificar a patogenicidade (capacidade de causar
doenga) dos isolados de Glomerella/Colletotrichum obtidas de amostras de
plantas de soja, em varias safras e de diversos locais.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido em laboratério e casa de vegetacao da Equipe de
Fitopatologia, na Embrapa Soja, em Londrina-PR, no periodo de outubro de
2017 a maio de 2018.

Para esse estudo foram utilizados 58 isolados de Glomerella/Colletotrichum
depositados na Colecdo de Microrganismos de Interesse para a Agricultura
da Embrapa Soja (CMES), obtidos de amostras de hastes, folhas e/ou vagens
de soja de varios estados (Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Maranhdo, Tocantins, Para,
Roraima), com ou sem sintomas tipicos da doenca. Também foram incluidos
quatro isolados ja identificados por Rogério et al. (2017) como C. truncatum
[CMES 286 (MT), CMES 1055 (PR), CMES 1075 (PA) e CMES 1080 (RR)],
dois de C. cliviae [CMES 1900 (MT) e CMES 1901 (MT)] (Barbieri et al., 2017)
e dois de C. sublineola (CMES 1906 e CMES 1907 ambos de MG), num total
de 66 isolados. Os dois isolados de C. sublineola, obtidos de sorgo, foram
cedidos pela Embrapa Milho e Sorgo.

Todos os isolados foram testados quanto a patogenicidade a soja. O método
utilizado foi baseado no proposto por Manandhar et al. (1988) e por Yang e
Hartman (2015). Os 66 isolados foram cultivados em meio BDA (batata-dex-
trose-agar) para preparagéo de inoculo. A cultivar Poténcia RR foi semea-
da em vasos, com seis sementes por vaso, deixando trés plantas por vaso.
Quando as plantas atingiram o estadio V2-V3 [(primeira folha trifoliolada com-
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pletamente desenvolvida - segunda folha trifoliolada completamente desen-
volvida (Fehr; Caviness,1981] foram inoculadas com suspens&o de esporos
e/ou micélio dos isolados. Cada isolado foi inoculado em plantas de quatro
vasos. Por causa da diferenga na produgédo de esporos entre os isolados,
nesse teste a concentragao de esporos foi determinada, mas nao foi padro-
nizada. O isolado CMES 1906 (Colletotrichum sublineolum) ndo produziu es-
poros, entdo a suspensao foi preparada a partir do micélio. A suspensao de
esporos, de outros 16 isolados, teve concentragdo menor que 3x10° esporos
por mL, concentragdo minima usada por Manandhar et al. (1988), entre eles
os dois isolados de C. cliviae (CMES 1900, CMES 1901), um isolado de C.
truncatum (CMES 286) e um isolado de C. sublineolum (CMES 1907).

ApoOs a inoculagado, os vasos com as plantas inoculadas foram colocados em
camara umida por 72 horas, utilizando sacos plasticos transparentes, ume-
decidos internamente, para envolver os vasos e assim favorecer a infecgao.
A temperatura da casa de vegetacao foi ajustada para se manter entre 18 °C
(minima) e 28 °C (méaxima). Apos as 72 horas, os sacos plasticos foram reti-
rados e foi mantida nebulizagdo por 30 segundos, de quatro em quatro horas.

A avaliagdo foi feita observando as plantas a partir do quinto dia ap6s a inocu-
lagéo e registrando quando do aparecimento de lesGes na haste, no peciolo
e/ou na nervura dos trifolios. Aos 70 dias apds a inoculagao haste e peciolo
de nove plantas inoculadas com cada isolado, com ou sem sintomas, foram
coletadas e levadas para o laboratério onde foi realizado isolamento indireto
para recuperar o fungo.

As sementes das trés plantas restantes inoculadas com cada isolado foram
coletadas para andlise, a fim de verificar a presenga do fungo. Para isso
utilizou-se o método do papel de filtro (Blotter Test), com 200 sementes de
cada amostra. As sementes foram distribuidas, colocando-se 20 sementes,
por caixa plastica (gerbox), desisfestada com hipoclorito de s6dio a 1,05%,
contendo quatro folhas de papel de filtro umedecidas com agua autoclavada.
Os gerbox contendo as sementes foram colocados em camara de incubacgao
a 20 °C + 2 °C. Apo6s sete dias foi feita a leitura, com auxilio de microscé-
pio estereoscépio, observando cada semente e registrando a presenga de
Colletotrichum.
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Resultados e Discussao

Os isolados, juntamente com sua procedéncia, ano de coleta e os resulta-
dos obtidos no teste de patogenicidade, no reisolamento e na analise de se-
mentes estdo apresentados na Tabela 1. O periodo para observagédo dos
primeiros sintomas foi nove dias, diferente do observado por Manandhar et
al. (1988) e por Yang e Hartman (2015). Nos dois trabalhos, sintomas seve-
ros, e até morte de plantas foram observados ja aos trés dias apds a inocu-
lagdo. A diferenga no método em relagdo ao trabalho de Manandhar et al.
(1988) foi a maneira de fazer a cdmara umida. Os autores utilizaram camara
de nebulizagdo por 10 horas com ciclos por 15 minutos a cada hora, € no
presente trabalho foi feita com saco plastico. O objetivo da camara umida é
favorecer a germinagao dos esporos do fungo e a infecgdo do hospedeiro e
ambos os métodos sdo indicados para isso (Alfenas et al., 2016). A concen-
tracdo do inéculo também foi diferente, nos dois trabalhos a concentragao
minima foi 3x10° esporos mL™" e nesse trabalho nao foi possivel padronizar.
Mas, considerando que mesmo o isolado que produziu mais esporos (CMES
938, 10x10°¢ esporos mL") provocou sintomas apés 16 dias, a concentragao
da suspensdo nao parece ter sido um fator limitante. De qualquer maneira,
o objetivo era verificar a capacidade dos isolados de infectar as plantas de
soja, portanto, mesmo com essas diferencas foi possivel alcancar o objetivo.

Dos 66 isolados, a maioria, 55 isolados (83,3%), causou sintomas, incluindo
0s quatro isolados ja identificados como C. fruncatum (CMES 286, CMES
1055, CMES 1075, CMES 1080), os dois isolados de C. cliviae (CMES 1900
e CMES 1901) (Barbieri et al., 2017) e os dois isolados de C. sublineolum
(CMES 1906 e CMES 1907), esses dois ultimos obtidos de sorgo. Porém, os
isolados CMES 286, CMES 1075 (C. truncatum) e CMES 1906 (C. sublineo-
lum), apesar de terem causado sintomas, ndo foram recuperados na tentativa
de reisolamento, mas foram detectados nas sementes e o CMES 1901 foi
reisolado, mas nao detectado nas sementes.
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Tabela 1. Cédigo dos isolados utilizados, municipio, estado e ano da coleta; resultado
da patogenicidade, do reisolamento e da analise da semente para os isolados de Glo-
merellalColletotrichum avaliados.

s Anoda . Reiso- Presenga
Isolado Municipio Estado Coleta Sintoma lamento na sz;:l)ente
CMES 286-Ct1,4 Rondonépolis MT 1992 S6 n7 4,5
CMES 929 Cascavel PR 2011 S S 2,5
CMES 934 Rolandia PR 2011 S S 1,5
CMES 935 Londrina PR 2011 S n 2,9
CMES 938 Bela Vista do PR 2011 S S 2,5
Paraiso
CMES 991 Jataizinho PR 2012 S S 1,9
CMES 1055-Ct1  Londrina PR S S 0,5
CMES 1075-Ct1  Santarém PA S n 355
CMES 1080-Ct1 Boa Vista RR S S 1,9
CMES 1167 Borrazopolis PR 2013 n n 0,0
CMES 1168 Borrazépolis PR 2013 n n 0,0
CMES 11704 Guapirama PR 2013 n S 0,0
CMES 1172 Nantes SP 2013 n S 0,0
CMES 1176 Londrina PR 2013 S S 0,0
CMES 1177 Londrina PR 2013 S S 1,7
CMES 1179 Bela Vista do PR 2013 S S 0,0
Paraiso
CMES 1180 Sé&o Gotardo MG S S 0,0
CMES 11814 Chapadao do MS 2006 n n 1,0
Sul
CMES 1183 Londrina PR S n 2,0
CMES 1184 Taquarituba SP S S 0,5
CMES 11904 Lucas do Rio MT 2013 S n 2,0
Verde
CMES 1191 Lucas do Rio MT 2013 S S 1,5
Verde
CMES 1433 Bonfim RR 2013 S n 1,0
CMES 1468 Sinop MT 2014 S n 1,5
CMES 1626 Riachao MA 2016 S S 1,0
CMES 1630 Cambé PR 2016 S S 0,0
CMES 1631 Planaltina DF 2016 S S 0,0
CMES 1632 Planaltina DF 2016 S S 1,3

continua...
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continuagéo
CMES 16354
CMES 1636
CMES 1637
CMES 1638

CMES 1639
CMES 1647
CMES 1648
CMES 16494

CMES 1660
CMES 1791
CMES 1794
CMES 18044

CMES 1809
CMES 1810
CMES 1812
CMES 1813
CMES 18144
CMES 1815
CMES 1819
CMES 1824
CMES 1862
CMES 1864
CMES 18654

CMES 1872
CMES 18884
CMES 1889
CMES 1893
CMES 1894
CMES 18954
CMES 1896
CMES 1897
CMES 18984
CMES 1899

Campo Mouréo
Planaltina
Planaltina
Cornélio Pro-
copio
Planaltina
Planaltina
Cambé

Sao Jorge de
Ivai

Cambé
Planaltina
Maracaju
Cornélio Pro-
copio
Candido Mota
Itabera
Astorga
Astorga
Astorga
Astorga
Astorga
Iguaracu
Iguaragu
Cascavel

Laranjeiras do
Sul

Paragominas
Ponta Pora
Nova Mutum
Palmas
Palmas
Palmas
Palmas
Palmas
Palmas

Marmeleiro

PR
DF
DF
PR

DF
DF
PR
PR

PR
DF
MS
PR

SP
SP
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PA
MS
MT
TO
TO
TO
TO
TO
TO
PR

2016
2016
2016
2016

2016
2016
2016
2016

2016
2016
2016
2016

2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017

2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
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1,0
1,0
1,0
1,5

0,5
1,5
1,5
1,5

1,0
0,0
1,4
0,5

0,5
1,0
1,5
1,0
2,5
0,0
2,0
1,0
5,5
1,0
1,5

2,0
1,0
2,5
0,0
1,0
1,5
0,5
5,5
3,5
1,5

continua...
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continuagao

CMES 1900- Peixoto de MT 2014 S S 0,5
Cc2,4 Azevedo

CMES 1901- Americana do MT 2013 S S 0,0
Cc2,4 Norte

CMES 1906- Sete Lagoas MG 2014 S n 1,0
Cs3,4,5 (sorgo)

CMES 1907- Sete Lagoas MG 2014 S S 2,5
Cs3,4 (sorgo)

"Colletotrichum truncatum; 2C. cliviae; *C. sublineolum; “Concentragdo da suspensdo com
menos de 30.000 esporos mL-"; *Suspensao preparada com micélio, auséncia de esporos; °S:
presencga de sintoma; 'n: auséncia de sintoma.

Entre os 11 isolados restantes, que nao causaram sintomas, trés foram re-
cuperados no reisolamento e detectados nas sementes; cinco foram apenas
detectados nas sementes. O teste deve ser repetido, mas de qualquer forma,
ha relatos de infeccao de folhas, vagens e hastes sem que a planta mostre
sintomas (Yang; Hartman, 2015).

Apenas trés isolados ndo provocaram sintomas visiveis, ndo foram recupera-
dos por reisolamento e nem detectados nas sementes (CMES 1167, CMES
1168 e CMES 1815). A auséncia de sintomas e do fungo na haste, peciolo
e semente pode ser devida ao fato do isolado n&o ser, de fato, patogénico a
soja. Nem todas as espécies de Colletotrichum sao fitopatogénicas (Cannon
et al., 2012).

Embora C. sublineolum tenha sido obtido de amostras de sorgo, infectou a soja
também. Essa situacdo ndo é incomum. A infecgdo da soja por espécies que
causam antracnose em outras plantas tem sido relatada como ja mencionado
(Riccioni et al., 1998; Chen et al., 2006; Yang et al., 2014; Ghosh et al., 2016).

As proximas etapas do trabalho ser&o a repeti¢cdo do teste de patogenicida-
de, utilizando um método de inoculag&o que independa da producéo de espo-
ros; a caracterizagao morfolégica dos isolados e a identificagdo dos isolados
por técnica molecular.
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Conclusao

A maioria dos isolados foi patogénica a soja, mostrando que o fungo esta
presente ainda que sintomas de antracnose néo estejam sendo visualizados.
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