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isolados de Corynespora cassiicola obtidos
de soja e algodao
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Introducao

Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) € o agente etiolégico
da mancha-alvo, doenga de ampla distribuicdo em regides tropicais
e subtropicais com elevado impacto agronémico. O patégeno infecta
diversas culturas de relevancia econémica, incluindo a soja (Glycine
max) e o algodao (Gossypium spp.), sendo estimada a sua capacida-
de de infectar mais de 400 espécies vegetais, o que evidencia seu
carater polifago e sua capacidade adaptativa (Rondon; Lawrence,
2021; Toulet et al., 2022). Trata-se de um fungo necrotréfico, carac-
terizado por promover a morte celular no tecido hospedeiro, seguido
pela utilizagdo dos tecidos necrosados como fonte nutricional. Sua
patogenicidade € mediada pela produgao de toxinas, sendo a cassii-
colina uma das mais investigadas por seu papel na indugéo de necro-
se e na desorganizagao celular (Rondon; Lawrence, 2021).

O patdgeno sobrevive principalmente em resto culturais na entressa-
fra, em forma de micélio e de estruturas de resisténcia, os clamidos-
poros (Teramoto et al., 2013). No Brasil, surtos da doenga podem se
agravar devido a capacidade do patégeno de sobreviver em restos
culturais e infectar diferentes espécies que sao cultivadas em regi-
me de sucessdo, como é o caso da soja e do algoddo em algumas
regides do Centro-Oeste (Barreiros, 2025). Além disso, a adogao de
cultivares de soja suscetiveis a mancha-alvo também tem contribuido
para o agravamento da doencga (Godoy et al., 2025).

Este estudo teve como objetivo caracterizar 18 isolados de C. cassii-
cola obtidos de amostras de plantas de soja (13 isolados) e de algo-
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dao (5 isolados), ao longo de diferentes décadas e diferentes regides
brasileiras, quanto a sua agressividade quando inoculadas em dife-
rentes gendtipos de soja e as suas caracteristicas culturais.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Fitopatologia e de
Genética Molecular e Selegéo Assistida da Embrapa Soja, localizada
no distrito de Warta, Londrina, PR. Os isolados e as sementes foram
fornecidos pela Embrapa Soja e pela Tropical Melhoramento & Gené-
tica (TMG), em cooperagao.

Caracterizagao cultural dos isolados

Foram avaliados 18 isolados de C. cassiicola obtidos de plantas de
soja e algodao, abrangendo os anos de 1992-2022, de diferentes re-
gides brasileiras (Tabela 1). Os isolados conservados pelo método de
Castellani, foram repicados em placas de Petri contendo o meio BDA
(decocto de 200 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g de agar), utili-
zando discos miceliais de 8 mm posicionados no centro das placas.
As placas foram incubadas em BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12
h por 30 dias. A repicagem de cada isolado foi realizada em trés repe-
ticoes, sendo avaliados os seguintes pardmetros — cor das colbnias,
indice de crescimento micelial (ICM), formacao de clamiddsporos e
esporulagao. Os isolados foram crescidos sob luz branca e luz negra.
A presenca de clamiddsporos foi avaliada por meio de laminas obser-
vadas em microscopio optico aos 10 dias de incubagao, assim como
o indice de crescimento micelial (ICM) e a coloragao das colénias. O
ICM foi calculado conforme Oliveira (1991), dividindo o didmetro da
colénia pelo numero de dias de incubagéo. Aos 30 dias de incubacgéo,
realizou-se a mensuragao do comprimento dos esporos, com o auxi-
lio de microscépio optico e régua micrométrica.
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Tabela 1. Isolados de C. cassiicola, hospedeiro, ano de coleta, estado que
foi coletado e tecido de origem.

Isol.! Hosp.?2 A.col.® UF Tec.orig.* Isol. Hosp.2 Ano.* UF Tecido*

CMES 309 Soja 1992 PR Raiz CMES 1525 Soja 2014 TO  Folha

CMES 305 Soja 1996 PR Raiz CMES 2338 Soja 2021 MS  Folha

CMES 320 Soja 2000 PR Raiz TMG 1001 Soja 2021 MT  Folha

CMES 313  Soja 1998 MT Folha  TMG 1012 Soja 2021 PR  Folha

CMES 951  Soja 1998 GO Folha  TMG 545 Algoddo 2018 MT  Folha

CMES 651 Soja 2005 MT Folha  TMG 556 Algoddo 2018 MT  Folha

CMES 950 Soja 2011 GO Folha  TMG 579 Algoddo 2020 MT  Folha

CMES 1328 Soja 2012 MT Folha  TMG 1000 Algoddo 2020 MT  Folha

CMES 1327 Soja 2012 MT Folha  TMG 560 Algoddo 2021 MT Folha
"Isol. = Isolado; > Hosp. = Hospedeiro; * A. col. = Ano de coleta; * Tec. orig. = Tecido de origem.

Agressividade dos isolados

Dezisolados (CMES 313, CMES 1525, CMES 2338, CMES 950, TMG
560, TMG 579, TMG 1000, TMG 1012, TMG 1001 e TMG 545) tive-
ram sua agressividade mensurada utilizando seis gendtipos de soja
(BRS 295 RR, BMX Poténcia RR, NA 5909 RG, M-SOY 8866, BRS
1061 IPRO e TMG 2379 IPRO). Estes gendtipos foram selecionados
por apresentarem diferentes niveis de resisténcia a C. cassiicola com
base em dados da literatura, sendo os trés primeiros mais suscetiveis
e os trés ultimos mais resistentes (Albertoni et al., 2009; Teramoto et
al., 2013). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramen-
te casualizado com trés repeticdes bioldgicas, utilizando trés foliolos
por isolado como unidade experimental. As plantas encontravam-se
no estadio fenoldgico V3. O experimento foi repetido trés vezes, de
forma escalonada, em trés periodos espagados por aproximadamen-
te 15 dias.

Os isolados foram repicados com 27 dias de antecedéncia, seguindo
a mesma metodologia utilizada na caracterizagao cultural. Apds sete
dias do crescimento micelial, partes do micélio foram cortadas, com o
auxilio de um furador metalico estéril, e transferidas para outra placa
para multiplicacdo dos esporos. Apds 20 dias de incubacgéao foi con-
duzida a coleta dos esporos para preparo do indculo. As suspensoes
foram preparadas com solu¢ao de Tween 20 0,04%, utilizando-se um
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pincel para a remogéo da parte aérea da colbnia, seguida de filtra-
¢ao em tecido tipo voil. A contagem de esporos foi feita em camara
de Neubauer. As concentragdes dos indculos variaram ao longo dos
trés experimentos entre 20 mil a 30 mil esporos por mililitro (grupo
com maior nivel de esporulagdo — isolados CMES 1525, CMES 2238,
CMES 1001, CMES 950) ou entre 1.000 a 6.000 esporos por mililitro
(grupo com menor nivel de esporulagao — TMG 545, TMG 560, TMG
579, TMG 1012 e CMES 313). Os isolados TMG 1000, TMG 545,
CMES 313 e TMG 1012; TMG 1000, TMG 1012 e CMES 313; e TMG
1012 nao apresentaram esporulagdo nos experimentos 1, 2 e 3, res-
pectivamente, no entanto foram mantidos em razdo da capacidade
infectiva das hifas que sao obtidas durante o preparo do inéculo.

A fenotipagem foi conduzida em folha destacada, utilizando o trifélio
expandido V3. Apds a coleta, as folhas foram lavadas e mantidas
em agua por 1 hora. As folhas foram levemente secas com papel
toalha e pulverizadas na face abaxial com a suspensao de esporos
com auxilio de um aerografo. Os foliolos foram transferidos para pla-
cas contendo agar 1%, que permaneceram incubadas em camara de
crescimento a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Em cada repeticdo, um
controle (testemunha), com folhas com auséncia de inoculagao foi
mantido.

A agressividade dos isolados foi avaliada visualmente por meio da
escala diagramatica proposta por Soares et al. (2009). Para avalia-
¢ao quantitativa, as folhas foram fotografadas com camera NIKON, e
as imagens processadas com remogao do fundo e marcagdo manual
das lesdes, permitindo calcular a porcentagem de area lesionada em
relagdo a area foliar total utilizando um pipeline interno (Bioarea). As
avaliagdes foram realizadas aos 7, 11 e 14 dias apds a inoculagao
(DAI). Os dados foram analisados por modelos lineares generaliza-
dos mistos (GLMM), considerando gendétipo e isolado como efeitos
fixos e distribuicdo gama devido a auséncia de normalidade dos resi-
duos. As variancias residuais foram ajustadas por gendtipo para aco-
modar a heterogeneidade de variancias. As médias estimadas pelos
modelos foram utilizadas em analises combinadas para verificar a
consisténcia dos resultados entre os experimentos. Como houve nao
convergéncia dos modelos mistos, os experimentos foram considera-
dos como efeito fixo nas analises finais. As médias foram compara-
das pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa
SAS versdo 9.4 (SAS, 2016).
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Resultados e Discusséo

Caracterizagao cultural dos isolados

Os isolados apresentaram variagdo na coloragdo das colbnias, pre-
dominando a coloragao branca a branco-acinzentada sob luz branca,
ou coloragao verde a verde-acinzentada (Figura 1A). Variagdes simi-
lares ja foram relatadas em populagdes do patégeno, evidenciando
variabilidade na produgao de pigmentos (Abreu et al., 2017; Toulet et
al., 2022). Sob luz negra, parte dos isolados apresentou alteragao na
coloragéo (Figura 1B), o que pode estar relacionado a produgao dife-
rencial de melaninas e compostos fendlicos envolvidos na protecao
celular e na resisténcia a condigdes ambientais adversas (Hollomon;
Wheeler, 2007).

Figura 1. Coloragao da coldnia de isolados de Corynespora cassiicola sob luz branca
(A) e luz negra (B). A superficie e o reverso das col6nias foram fotografados, aos 10

dias ap0s a repicagem.

Quanto a presenga de clamiddsporos, cinco isolados (CMES 313,
CMES 1328, CMES 1525, TMG 560 e TMG 1001) ndo apresentaram
a estrutura tanto na luz branca quanto na luz negra, sendo quatro
coletados na soja e pelo menos um no algodao. Os demais isolados
apresentaram a estrutura de resisténcia, sendo que, sete isolados
(TMG 579, TMG 1012, TMG 556, CMES 651, CMES 2338, CMES 951
e CMES 950) apresentaram em ambas as condi¢des de crescimento.
Os demais isolados alternaram entre presenca e auséncia (CMES
309, CMES 1327 e TMG 1000), ou auséncia e presenga (CMES 305,
CMES 320 e TMG 545) quando foram crescidos na luz branca ou
negra, respectivamente.
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O indice de crescimento micelial (ICM) apresentou variagéo entre os
isolados, bem como respostas diferentes as condigdes de luminosi-
dade. Embora isolados com maior ICM indique maior crescimento in
vitro, & importante ressaltar que o crescimento micelial ndo se corre-
laciona, necessariamente, de forma direta com a agressividade do
patégeno ao hospedeiro (Abreu et al., 2017; Silvestre, 2023). Os me-
nores ICM foram observados para os isolados coletados em raizes
de soja (CMES 309 e 305) e para o coletado em folha CMES 313,
enquanto os demais isolados apresentaram niveis similares entre 0,2
mm/dia e 0,8 mm/dia.

Apenas cinco isolados apresentaram esporulagdao mensuravel sob
luz branca, sendo quatro isolados da soja e um do algoddao (CMES
305, CMES 950, CMES 2338, CMES 320 e TMG 560), que variou en-
tre 77 microbmetros e 131 micrémetros. Sob luz negra, apenas quatro
isolados obtidos de soja apresentaram esporulagao mensuravel, os
isolados CMES 305, CMES 950, CMES 320 e CMES 309. A auséncia
de esporulagdo na maioria dos isolados, refor¢a o carater altamente
dependente de fatores multiplos, como intensidade e qualidade da
luz, composi¢ao do meio de cultura, idade da colbénia e condigcao de
estresse fisiolégico (Teramoto et al., 2013; Rondon; Lawrence, 2021).

Perfil de Agressividade

Os isolados apresentaram diferencas significativas na sua agressivi-
dade quando inoculados nos diferentes gendtipos de soja. Os isola-
dos mais agressivos na maioria das cultivares avaliadas foram CMES
950, CMES 2238 coletados na soja e TMG 545 e TMG 579 coleta-
dos no algodao, enquanto os menos agressivos foram os isolados
CMES 313 e CMES 560 (Figura 2). Esses resultados corroboram es-
tudos anteriores que relatam que isolados de soja e algodao no Brasil
apresentam similaridade e capacidade de infectar ambas as culturas
(Galbieri et al., 2014). As cultivares NA 5909 RG, BRS 295 RR e BRS
1061 IPRO foram as mais suscetiveis ao fungo, enquanto os genati-
pos TMG 2379 IPRO e M-SOY 8866 apresentaram menores niveis
de severidade para a maior parte dos isolados (Figura 2).
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Figura 2. Severidade média de mancha-alvo obtidas por avaliagdo visual e por bioa-
rea aos 14 DAl em gendtipos de soja inoculados com diferentes isolados de Corynes-
pora cassiicola. Para cada isolado, letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Conclusao

Os isolados de C. cassiicola apresentam alta variabilidade cultural
e agressividade, sendo que isolados provenientes do algod&o apre-
sentaram niveis de severidade similar aos coletados na soja, o que
demonstra a adaptabilidade destes isolados a cultura da soja. Os
isolados de soja CMES 950 e 2238 apresentaram altos ICM, espo-
rulacdo tanto em luz branca quanto UV, capacidade de formacao
de clamiddsporos. Além disso, a elevada contagem de esporos em
alguns isolados como o CMES 950 observada ao longo dos expe-
rimentos pode corroborar com os maiores niveis de agressividade
desses isolados na maioria das cultivares testadas. Em contraparti-
da, os isolados de algoddo TMG 545 e TMG 579 apresentaram ni-
veis similares de agressividade mesmo quando na auséncia ou baixa
contagem de esporos ao longo dos experimentos, o que indica que
apenas a presenca das hifas foi suficiente para infecgado e desenvol-
vimento do patégeno.
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