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RESUMO
LIMA, Wallysson Nascimento. Patogenicidade de Macrophomina spp. provenientes de
plantas daninhas frente a leguminosas e gramineas. 2019. 40f. Dissertacdo (Mestrado em
Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré RN, 2019.

O género Macrophomina € constituido por fungos habitantes do solo capazes de infectar
centenas de espécies de plantas. Estes fungos ocasionam podridfes em raizes e podridao-
cinzenta-do-caule. Depois de infectar os tecidos, Macrophomina spp. produzem
microesclerddios, principal fonte de in6culo deste patégeno. Nos Gltimos anos, duas espécies
de plantas daninhas, Trianthema portulacastrum (bredo) e Boerhavia diffusa (pega-pinto),
foram relatadas como hospedeiras alternativas destes patégenos no Nordeste brasileiro. Este
trabalho teve como objetivo verificar a patogenicidade de duas espécies de Macrophomina
oriundos de raizes de bredo e pega-pinto frente a espécies das familias Leguminosae e
Gramineae. O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo utilizando cinco culturas
(feijdo-caupi, feijdo-de-porco, feijdo-mungo, milho-verde e sorgo) inoculadas com seis
isolados de M. phaseolina (CMM-4733, CMM-4749, CMM4752, CMM-4758, CMM-4760 e
CMM-4762) e seis isolados de M. pseudophaseolina (CMM-4777, CMM-4780, CMM-4788,
CMM-4795, CMM-4801 e CMM-4826) oriundos de raizes das plantas daninhas de bredo e
pega-pinto, e dois isolados de M. phaseolina oriundos de raizes de meloeiro (CMM-1531) e
de feijdo-caupi (MPH-FE). Para verificar a patogenicidade e a agressividade dos isolados nas
diferentes culturas, foi usado o método de inoculacdo do palito de dente infestado. A
severidade da doenca nas diferentes culturas foi avaliada mediante uso de uma escala
diagramatica de notas com valores variando de 0 (assintomatico) a 5 (mais de 50% dos
tecidos infectados). O peso da matéria fresca e seca da parte aérea das culturas foi obtido
mediante balanga analitica. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com cinco repeti¢Ges. Todos os isolados de M. phaseolina e M. pseudophaseolina
oriundos de plantas daninhas foram patogénicos a feijao-caupi, feijdo-mungo, milho-verde e
sorgo, provocando sintomas nas plantas. O feijdo-de-porco ndo apresentou sintomas da
doenga apds a inoculagdo com as espécies de Macrophomina. Todos os isolados das duas
especies de Macrophomina reduziram a massa fresca e seca da parte aérea de feijdo-caupi,

feijdo-mungo, milho-verde e sorgo.

Palavras-chave: Patdgenos habitantes do solo, podriddo-cinzenta-do-caule, esclerddios.



ABSTRACT
LIMA, Wallysson Nascimento. Pathogenicity of Macrophomina spp. from weeds in
legumes and grasses. 2019. 40p. Dissertation (Masters in Agronomy) - Federal Rural
University of the Semi-Arid (UFERSA), Mossord RN, 2019.

The genus Macrophomina consists of soil-dwelling fungi capable of infecting hundreds of
plant species. These fungi cause root rot and gray stem rot. After infecting the tissues,
Macrophomina spp. produce microsclerodes, which are the main source of inoculum of this
pathogen. In recent years, two species of weeds, Trianthema portulacastrum (bredo) and
Boerhavia diffusa (pinto-pinto), have been reported as alternative hosts of these pathogens in
Northeast Brazil. The objective of this work was to verify the pathogenicity of two species of
Macrophomina from bredo and pega-pinto roots in relation to species of the Leguminosae and
Gramineae families. The experiment was carried out in a greenhouse using five cultures
(cowpea, bean-pig, mung bean, corn-green and sorghum) inoculated with six isolates of M.
phaseolina (CMM-4733, CMM-4749, CMM-4752, CMM-4758, CMM-4760 e CMM-4762)
and six isolates of M. pseudophaseolina (CMM-4777, CMM-4780, CMM-4788, CMM-4795,
CMM-4801 e CMM-4826) roots of weeds of bredo and pega-pinto, and two isolates of M.
phaseolina originated from melon roots (CMM-1531) and cowpea (MPH-FE). In order to
verify the pathogenicity and aggressiveness of the isolates in the different cultures, the
infested toothpick inoculation method was used. Severity of disease in different cultures was
assessed using a diagrammatic scale of scores ranging from 0 (asymptomatic) to 5 (more than
50% of infected tissues). The weight of the fresh and dry matter of the aerial part of the
cultures was obtained by analytical balance. The experimental design was a completely
randomized design with five replicates. All isolates of M. phaseolina and M.
pseudophaseolina from weeds were pathogenic to cowpea, mung bean, corn-green and
sorghum causing symptoms in plants. Bean-pigs did not show symptoms of the disease after
inoculation with Macrophomina species. All isolates of both species of Macrophomina
reduced the fresh and dry mass of the aerial part of cowpea, mung beans, corn-green and

sorghum.

Keywords: Soil pathogens, gray stalk rot, sclerodes.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, doencas radiculares em plantas sdo encontradas praticamente em todas as
regides de cultivo, podendo ser causadas por fungos, oomicetos, bactérias e nematoides. Os
fungos constituem o maior grupo de patégenos radiculares e sdo responsaveis pela reducdo na
produtividade de culturas de interesse agrondmico. Entre os principais géneros fangicos
causadores de doencas radiculares, estdo: Cylindrocladium, Fusarium, Macrophomina,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Thielaviopsis e Verticillium (CORREIA; MICHEREFF,
2018).

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid & um patogeno polifago e
cosmopolita capaz de infectar raizes, caules, folhas e vagens de diferentes espécies vegetais,
afetando mais de 500 culturas de importancia econdémica (FARR; ROSSMAN, 2018). Dentre
as principais culturas atacadas, destacam-se: feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), sorgo
[Sorghum bicolor (L.) Moench], milho (Zea mays L.), algodédo (Gossypium hirsutum L.), soja
[Glycine max (L.) Merrill], feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], citrus (Citrus spp.),
café (Coffea arabica L.) e plantas medicinais (ISHIKAWA et al., 2018). As perdas se dao
através de podridao de raizes, podriddo do colo e tombamentos de plantulas, além de infectar
sementes. Macrophomina phaseolina caracteriza-se por produzir microesclerodios, estruturas
de resisténcia que permitem sua sobrevivéncia no solo por longos periodos, atuando como
principal fonte de indculo (GUPTA et al., 2012). Este patdgeno esta distribuido em diferentes
zonas climaticas do mundo, porém em areas tropicais e subtropicais sua incidéncia € mais
acentuada. Em regibes semiaridas, este patdgeno se torna ainda mais importante, pois 0s
danos causados por Macrophomina aumentam durante periodos de seca, incluindo estresse
hidrico e altas temperaturas, que favorecem sua sobrevivéncia e desenvolvimento (RADWAN
etal., 2014).

O género Macrophomina compreendia uma Unica espécie, M. phaseolina. Entretanto,
alguns pesquisadores, seguindo uma abordagem polifasica por meio de caracteres
morfolégicos e analises filogenéticas, sugeriram que outra espécie, M. pseudophaseolina
Crous, Sarr & Ndiaye, foi segregada de isolados previamente identificados como M.
phaseolina (SARR et al., 2014). Logo apos este estudo, Claudino e Soares (2014) levantaram
a hipdtese de que possivelmente outras espécies ocorreriam dentro de M. phaseolina.

Recentemente, duas outras espécies de Macrophomina foram relatadas no Brasil
associadas a podriddo de carvdao em plantas oleaginosas, M. pseudophaseolina (SARR, et al.
2014) e M. euphorbiicola A.R. Machado, D.J. Soares & O.L. Pereira (MACHADO et al.,
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2018). Este foi o primeiro relato de M. pseudophaseolina no Brasil, e a descri¢do de uma nova
especie, M. euphorbiicola, relatada como o agente etiologico da podriddo do carvdo em
Ricinus communis L. (mamona) e Jatropha gossypiifolia L. (pinhdo-roxo).

Até o presente momento, ndo se tem conhecimento no Brasil sobre a patogenicidade
de outras espécies de Macrophomina provenientes de raizes de plantas daninhas em cultivos.
Diante disso, este trabalho objetivou verificar a patogenicidade de duas espécies de
Macrophomina provenientes de raizes de plantas daninhas frente a espécies das familias das

leguminosas e gramineas.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Macrophomina spp.

2.1.1 Etiologia

A espécie Macrophomina phaseolina é o agente etioldgico de doencgas conhecidas
como podriddo-cinzenta-do-caule, podriddo-de-carvdo ou podriddo-seca em diferentes
culturas. O fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem
Botryosphaeriales, familia Botryosphaeriaceae e género Macrophomina, possuindo duas fases
bem definidas, a fase picnidial e a fase esclerodial (SARTORATO; RAVA, 1994).

A fase picnidial de M. phaseolina é caracterizada pela producéao de estruturas globosas
de cor acinzentada a preta, denominadas picnidios, inicialmente inseridas em tecido do
hospedeiro e que se rompem quando maduros, sendo consideradas responsaveis pela fase
patogénica da doenca, ao passo que sua fase esclerodial é caracterizada pela formacdo de
esclerodios por meio do agregamento de cerca de 50 a 200 células individuais de hifas,
ligadas por um material de melanina; tais estruturas sdo responsaveis pela fase saprofita do
fungo (KAUR et al., 2012).

Considerado um dos patdégenos mais destrutivos de plantas em paises tropicais e
subtropicais com climas aridos e semiaridos, M. phaseolina € um importante fitopatdgeno
habitante do solo capaz de infectar mais de 500 espécies de plantas, causando sérios prejuizos
em feijdo-comum, feijdo-caupi, soja, milho, sorgo, algoddo, dentre outras (FARR;
ROSSMAN, 2018; GUPTA et al., 2012). No Brasil, este fungo foi detectado pela primeira
vez no estado de S&o Paulo, em 1935, por Bittencourt, em feijdo-comum, no municipio de
Campinas (COELHO NETO, 1994). M. phaseolina é considerada dificil de controlar devido a
sua heterogeneidade de hospedeiros e a especificidade de estruturas de resisténcia que podem
sobreviver por mais de 10 anos sob condic¢Ges de solo seco. A gravidade da doenga esta
diretamente relacionada a populacio de esclerddios viaveis no solo (AMBROSIO et al.,
2015).

A distingdo das espécies de Macrophomina com base apenas em caracteres
morfolégicos sempre foi controversa, principalmente devido a ampla variacdo morfologica
atribuida a M. phaseolina, no entanto, ap6s um estudo mais aprofundado de M. phaseolina

usando uma abordagem polifésica, que ajudou a descobrir a aplicacdo genética e morfologica
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para este nome, tornou-se possivel segregar novas espécies dentro deste importante género
(SARR et al., 2014).

Com base em 189 isolados morfologicamente identificados como M. phaseolina, Sarr
et al. (2014) identificaram, por meio de analise polifasica, outra espécie de Macrophomina,
M. pseudophaseolina. Estes mesmos autores mencionaram que M. phaseolina e M.
pseudophaseolina sdo muito semelhantes, ressalvando-se que os conidios deste ultimo sdo um
pouco mais curtos. Em estudo recente, Machado et al. (2018) verificaram que 0s conidios de
M. pseudophaseolina foram ainda menores (15-22 x 5.5-8um), ao passo que as células
conidiogénicas foram ligeiramente maiores e mais longas (10-17 x 4-5 um) do que aquelas de
M. pseudophaseolina fornecida por Sarr et al. (2014), corroborando o fato de que, dentro do
género Macrophomina, caracteristicas morfologicas classicas ndo sdo suficientemente
informativas para a diferenciacdo de espécies, ressaltando a importancia da aplicacdo da
analise filogenética para uma discriminacao adequada das espécies do género.

Embora a morfologia de M. pseudophaseolina pareca amplamente semelhante a de M.
phaseolina, seus atributos ecoldgicos exigem estudo mais aprofundado, na medida em que
essa semelhanca entre as duas espécies e a recente descoberta de outras espécies nos deixam
sem informacdes sobre a epidemiologia e controle de M. pseudophaseolina na literatura. Até
entdo, M. pseudophaseolina tinha sido relatada apenas no Senegal. No Brasil, a ocorréncia da
espécie foi relatada pela primeira vez por Machado et al. (2018) ocasionando podriddo-de-
carvao em amendoim (Arachis hypogaea L.), algoddo e mamona, observando-se que mais de
uma espécie de Macrophomina pode causar sintomas semelhantes em hospedeiros distintos,
ressaltaram a importancia de realizar estudos mais amplos para descobrir o papel de cada
espécie na distribuicdo e prevaléncia da doenca em todo o pais para ajudar a controlar essa

importante doenca.

2.1.2 Sintomatologia e epidemiologia

Na maioria das culturas atacadas por M. phaseolina, os sintomas védo desde podriddo
de sementes, podriddo de raizes, podridfes de caules, tombamento de mudas a morte de
plantas. Os primeiros sintomas em plantas lenhosas se manifestam como lesdes necroticas
irregulares com centros cinzentos claros e margens marrons, com a presenca de varios pontos
pretos, os picnidios. Ap6s uma infec¢do bem-sucedida, essas lesdes sdo estendidas por todo o

caule e raizes, resultando na murcha da planta (KAUR, 2012). Na medida em que as lesdes se
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coalescem, ocorre a formacdo de manchas maiores, levando a morte prematura da planta
(DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

Plantas infectadas apresentam raizes secas e deterioradas, e quando retiradas do solo
se observam raizes finas, mal desenvolvidas e a presenca de lesdes escuras no caule da planta.
Tais lesdes levam a obstrucdo dos vasos xilematicos, resultando na morte de raizes e caule.
Estes sintomas sdo resultantes da acdo patogénica dos microesclerodios, da producdo de
toxinas e da acao enzimatica das hifas do patdgeno (MAYEK-PEREZ et al., 2002).

O fungo sobrevive no solo e produz microesclerddios nas raizes e nos tecidos do caule
de seus hospedeiros, fonte primaria de inéculo, podendo permanecer viaveis por até 15 anos,
dependendo das condi¢Ges ambientais. Estas estruturas de sobrevivéncia estdo adaptadas para
sobreviver em condi¢6es ambientais adversas, tais como baixos niveis de fertilidade do solo e
temperaturas acima de 30 °C, condi¢cBes que prevalecem em paises de clima tropical e
subtropical (KAUR et al., 2012).

O ambiente fisico, particularmente os parametros de temperatura e umidade do solo,
influenciam fortemente na sobrevivéncia de microesclerédios de M. phaseolina. Altas
temperaturas, baixa umidade, temperatura variando de 28 a 35 °C e estresse hidrico do solo,
com capacidade de campo menor que 50%, sdo condicdes ideais para a sobrevivéncia de M.
phaseolina (MIHAIL et al., 1988).

Quando as sementes entram em contato com o solo infestado, elas se infectam e a
doenga é transmitida de semente para a planta (ANDRUS, 1938). A propagacéo do patdgeno
pode ocorrer por meio do plantio de lotes de sementes infectadas em areas isentas deste, em
virtude do aumento da concentracdo de inoculo no solo causado pelo sucessivo plantio em
areas ja infestadas, uma vez que as fontes primarias de dispersdo de M. phaseolina possuem
pouca capacidade de propagar-se de uma planta para outra em um mesmo ciclo cultural
(SOBRINHO et al., 2005).

Em estudos de prospeccdo de plantas daninhas provenientes de areas de producédo de
cucurbitaceas nos Estados do Rio Grande do Norte e Ceara, Sales Junior et al. (2012)
registraram 13 espécies de plantas daninhas pertencentes a 10 familias botanicas como
hospedeiras de M. phaseolina, 0 que evidenciou a importancia das plantas daninhas como
hospedeiras alternativas para M. phaseolina na época de entressafra da cultura do meloeiro no
Nordeste e que o controle das plantas daninhas nessa época é essencial para o sucesso do
manejo do colapso das ramas do meloeiro, doenca de importancia econémica para a regido
quando M. phaseolina predomina entre os agentes casuais. Posteriormente, Rodrigues (2013)

observou 13 espécies de plantas daninhas como hospedeiras de patdgenos radiculares
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causadores do declinio de ramas de meloeiro e melancieira. Destas, 12 espécies de plantas

daninhas foram relatadas como hospedeiras de M. phaseolina, dentre elas bredo e pega-pinto.

2.1.3 Patogenicidade

M. phaseolina ndo tem especificidade de hospedeiro e € altamente varidvel para
agressividade, mesmo entre isolados obtidos de uma unica planta (DHINGRA; SINCLAIR
1978). Vaérios trabalhos mostram diferentes reacbes de M. phaseolina em diferentes
hospedeiros. Quando avaliaram a patogenicidade e agressividade de 27 isolados de M.
phaseolina provenientes de seis espécies de plantas, Claudino e Soares (2014) verificaram que
todos os isolados foram patogénicos em plantas de mamona e apresentaram diferentes niveis
de agressividade na cultivar ‘BRS energia’, independentemente do hospedeiro de origem.

Estudando 65 isolados de M. phaseolina para a variabilidade morfologica associada ao
cultivo de feijdo-mungo, Igbal; Mukhtar (2014) observaram diferencas significativas entre 0s
65 isolados em crescimento radial, tamanho e peso do escler6cio, bem como na
patogenicidade. Os autores citam que dez isolados fungicos foram menos agressivos, oito
isolados de origem diversa mostraram-se altamente agressivos contra cultivares de feijao-
mungo, ao passo que os demais isolados foram considerados moderadamente agressivos.

Ashraf et al. (2015) encontraram variabilidade patogénica entre diferentes isolados de
M. phaseolina associada ao milho. Avaliando o comportamento de 16 isolados de M.
phaseolina em oito hospedeiros diferentes, Srivastava (2017) observou que estes foram
altamente agressivos em soja e gréo-de-bico (Cicer arietinum L.), mas houve variabilidade
quando estes isolados foram inoculados em outros hospedeiros, levando a conclusdo de que
existia biodiversidade entre estes 16 isolados, pois visualmente eles diferiam em sua taxa de
crescimento, producéo esclerética, tamanho esclerotico e reacdo a hospedeiros diferentes.

Com o objetivo de identificar os isolados agressivos de M. phaseolina mostrando a
patogenicidade do hospedeiro e caracterizar sua diversidade genética, Khan et al. (2017)
avaliaram a patogenicidade de trés isolados de M. phaseolina, em gréo-de-bico e girassol
(Helianthus annuus L.). Os autores observaram que todos os isolados de M. phaseolina
causaram alta agressividade em grdo-de-bico, ao passo que em girassol causaram indice de
doenca de 2 em condicGes controladas, enquanto o indice da doenca variou de 5,8 a 6,0 sob
condicBes de campo.
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2.1.4 Controle da Podriddo-cinzenta-do-caule

Fitopatdgenos habitantes do solo apresentam caracteristicas quanto a sua biologia,
ecologia e sobrevivéncia no solo que dificultam seu manejo, além da baixa eficiéncia do
controle quimico. As estratégias basicas de manejo de patdgenos radiculares envolvem a
interrupcao de uma ou mais fases do desenvolvimento da doenca, representadas no ciclo das
relacdes patdgeno-hospedeiro (CORREIA; MICHEREFF, 2018). Isso pode ser alcancado por
meio da resisténcia genética, medidas quimicas (tratamento de sementes), fisicas, bioldgicas,
culturais, fisiologicas e genéticas, usando a desinfestacdo do solo (fumigacao, solarizacdo do
solo, biofumigacdo, desinfestacdo do solo), biocontrole, suplementagdes organicas, cultivares
resistentes e enxertia, fungicidas, adubacéo equilibrada, rotacdo de culturas, adubacgéo verde e
praticas culturais (CHELLEMI et al., 2015; LARKIN, 2015; KATAN, 2017).

A principal forma de manejo da podriddo-cinzenta-do-caule é o uso da resisténcia
genética do hospedeiro, podendo também ser gerenciada por meio de formas alternativas de
manejo com 0 uso de praticas culturais que desfavorecam o desenvolvimento do patégeno,
como: a manutencéo da fertilidade do solo, a rotacdo de culturas, o tratamento de sementes e
0 uso de sementes sadias e certificadas (SOBRINHO et al., 2005; NECHET et al., 2009). A
rotacdo de culturas poderia ser uma alternativa no controle de M. phaseolina, no entanto, o
fungo € polifago, sendo capaz de infectar e causar sérios danos em centenas de espécies
vegetais (DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

A alta variabilidade genética de M. phaseolina e a escassez de trabalhos contendo
fontes de resisténcia em alguns hospedeiros induzem a busca por formas alternativas de
controle que possam conter o desenvolvimento, a disseminagéo e a severidade da doenca.
Dessa forma, pesquisas relacionadas ao controle bioldgico e cultural do patégeno tém sido
exploradas e demonstram bons resultados (BROETTO, 2013; NDIAYE et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2008).

Embora existam alguns resultados promissores quanto & adocdo futura de métodos
alternativos de controle de M. phaseolina, eficazes e ecologicamente corretos, a utilizacdo de
cultivares resistentes ainda € a principal e mais eficiente forma de controle do patdgeno, na
medida em que o menor custo torna viavel sua adocdo principalmente por pequenos e médios
produtores (LIMA, 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragdes gerais

Foram realizados cinco experimentos para avaliar a patogenicidade de espécies de
Macrophomina. Cada experimento foi realizado com uma cultura, sendo elas feijao-caupi, cv.
‘Potiguar’ feijdo-de-porco [Canavalia ensiformis (L.)], var. crioula, feijdo-mungo var. crioula,
milho-verde cv. ‘Ag 5201’ e sorgo cv. ‘BRS 330°. Os experimentos foram conduzidos em
casa-de-vegetacdo e no laboratério de Fitopatologia Il da Universidade Federal Rural do
Semi-arido — UFERSA, no municipio de Mossor6 — RN, Brasil, situado nas coordenadas
5°11°15” de latitude Sul e 37°20°39” de longitude Oeste, com uma altitude de 16 metros. O
clima, segundo a classificacdo de Koppen, ¢ ‘BSh’ (muito seco, com estacdo de chuva no
verdo atrasando-se para o outono) (ALVARES et al., 2014).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 15
tratamentos (isolados) e cinco repeticdes. A parcela experimental foi representada por um

vaso contendo uma planta. O experimento foi repetido uma vez.

3.2 Isolados

Foram utilizados 14 isolados de Macrophomina spp., depositados na colecdo de
culturas “Prof?. Maria Menezes”, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Tabela 1), e
preservados pelo método Castellani, no laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA. Seis
isolados foram provenientes de raizes de bredo, seis de raizes de pega-pinto, um isolado de M.
phaseolina (CMM-1531) proveniente de raizes de meloeiro (Cucumis melo L.) e um de
feijdo-caupi (MPH-FE) (Tabela 1). Os isolados provenientes das raizes de bredo e pega-pinto

foram obtidos de plantas assintomaticas.

3.3 Inoculagéao do patdgeno

Para cada ensaio, foram usados 70 vasos de 0,75 litros, contendo substrato comercial

esterilizado Tropstrato HT® - hortalicas, onde foram semeadas trés sementes em cada vaso. O
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desbaste foi realizado 10 dias ap0s a semeadura, mantendo uma planta por vaso e a
inoculacéo foi feita 15 dias apds a semeadura.
Tabela 1: Isolados de Macrophomina oriundos de raizes de bredo (Trianthema

portulacastrum) e pega-pinto (Boerhavia diffusa).

Hospedeiro Espécies Isolados
M. phaseolina CMM-4733
M. phaseolina CMM-4749
Trianthema portulacastrum M. phaseolina CMM-4752
M. pseudophaseolina CMM-4777
M. pseudophaseolina CMM-4780
M. pseudophaseolina CMM-4788
M. phaseolina CMM-4758
M. phaseolina CMM-4760
Boerhavia diffusa M. phaseolina CMM-4762
M. pseudophaseolina CMM-4795
M. pseudophaseolina CMM-4801
M. pseudophaseolina CMM-4826

O método de inoculagdo utilizado foi o do palito de dente infestado (SCANDIANI et
al. 2011). Os isolados foram previamente repicados, separadamente, para meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) + tetraciclina (0,05 g/L) e mantidos em estufa tipo B.O.D. a 28
+ 2 °C por 7 dias, até serem usados no preparo do inoculo. Pontas de palitos de dente (1,5 cm)
foram inseridas verticalmente em um disco de papel filtro com o mesmo diametro interno da
placa de Petri. Depois de colocados dentro das placas, com a parte afilada dos palitos voltada
para cima, estes foram autoclavados a 121 °C, por 30 minutos.

Posteriormente, o meio BDA foi vertido nas placas contendo as pontas dos palitos
autoclavados e deixado exposto a cerca de 2 mm da extremidade dos palitos. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, foram repicados trés discos de 0,5 mm de didmetro com
estruturas do fungo (micélio), distribuidos equidistantes e incubados por sete dias, em estufa
tipo B.O.D a 28 + 2 °C para a completa colonizagédo dos palitos.

Apos 15 dias da colonizacdo dos palitos, estes foram inseridos no colo das plantas na
altura de 0,05 mm do solo. Foram inseridos também palitos autoclavados, sem o in6culo, nas
plantas controle (testemunhas).

A irrigacdo foi realizada manualmente, com auxilio de uma pisseta, duas vezes ao dia.
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3.4 Avaliacéo da severidade da doenga

As avaliacBes da severidade da doenca foram realizadas 45 dias ap06s a inoculag¢éo do
patdgeno. Para isso, utilizou-se a escala de notas diagramética descrita por Ambrésio et al.
(2015), onde 0 = ndo assintomatico; 1 = menos que 3% dos tecidos infectados; 2 = 3-10% dos
tecidos infectados; 3 = 11-25% dos tecidos infectados; 4 = 26-50% dos tecidos infectados e 5
= mais de 50% dos tecidos infectados.

Apoés a avaliagdo da severidade, as plantas foram extraidas do solo e levadas ao
laboratdrio, lavadas em agua corrente para a retirada de solo nas raizes. Posteriormente, foi
realizado o reisolamento do patégeno. Para isso, foram retirados fragmentos do colo e das
raizes, seguindo-se desinfestacdo superficial em alcool 70 % durante 30 segundos, hipoclorito
de s6dio a 2,0 % por um minuto e lavados em agua destilada e esterilizada. Os fragmentos
desinfestados foram plaqueados em meio de cultura BDA + tetraciclina (0,05g/L) e incubados
em estufa B.O.D por cinco dias. Assim, foi confirmada a patogenicidade do fungo pela sua

caracterizacdo morfologica.

3.5 Analises das matérias frescas e secas

ApoOs a retirada dos fragmentos das plantas sintomaticas para a realizagdo do
isolamento, foi realizada a andlise da matéria fresca da parte aérea com auxilio de uma
balanga analitica. Em seguida, as plantas foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas
em estufa de circulacdo forcada de ar, a temperatura de 65 °C até a obtencdo de peso

constante. Posteriormente, foram pesadas para obtengcdo da massa seca.
3.6 Anélises dos dados
Os dados da severidade da doenca e massa da matéria fresca e seca da parte aérea

foram analisados via testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney ao nivel de
5% de probabilidade, por meio do programa Assistat 7.7. (SILVA; AZEVEDO, 2016).


http://www.inf.ufsc.br/~verav/Testes_de_Hipoteses/Testes_nao_parametricos_Mann-Whitney.pdf
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Leguminosas

Todos os isolados de Macrophomina oriundos das plantas daninhas foram patogénicos
em feijdo-caupi, ocasionando a podridao-cinzenta-do-caule (Figura l1a), ndo havendo
diferenca significativa de patogenicidade entre as duas espécies testadas (M. phaseolina e M.
pseudophaseolina) quando inoculadas nesta cultura (Figura 2a).

Os isolados oriundos de bredo causaram diferentes niveis de severidades em feijdo-
caupi, sendo o isolado CMM-4749 (M. phaseolina) o mais agressivo, semelhantemente ao
isolado de feijdo-caupi.

Os isolados oriundos de pega-pinto causaram severidades semelhantes, com notas
variando de 3 a 5 (Figura 1a). O isolado CMM-4795 (M. pseudophaseolina) causou maior
severidade, mostrando agressividade equivalente ao isolado oriundo de feijdo-caupi (Figura
1a).

Ndiaye et al. (2015), investigando a patogenicidade de nove isolados de M. phaseolina
e dez de M. pseudophaseolina em trés variedades de feijdo-caupi sob dois regimes de
temperatura, concluiram que M. pseudophaseolina provocou menor incidéncia de doenga no
feijdo-caupi a 34 °C do que a 36 °C. Na temperatura de 36 °C, M. pseudophaseolina ¢ téo
prejudicial quanto M. phaseolina no feijao-caupi. Muito embora os dados encontrados pelos
referidos autores venham a corroborar os obtidos neste estudo, cabe ressaltar que a maioria
dos isolados de Macrophomina foram oriundos de plantas daninhas.

Todos os isolados reduziram a massa fresca e seca da parte aérea de plantas de feijédo-
caupi (Tabela 2), porém apenas os isolados CMM-4733 (M. phaseolina) e CMM-4777 (M.
pseudophaseolina) diferiram estatisticamente da testemunha. Entre os isolados de bredo, o
CMM-4777 (M. pseudophaseolina) apresentou a menor massa fresca e seca, respectivamente,
porém ndo houve diferenca do isolado que causou maior agressividade (CMM-4749).

Dentre os isolados de pega-pinto, CMM-4801 (M. pseudophaseolina) apresentou 0s
menores valores de massa fresca e seca, respectivamente, apesar de ndo ter havido diferenca

significativa entre eles.
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Em feijdo-mungo, todos os isolados de Macrophomina foram patogénicos, causando
sintomas nas plantas (Figura 1b), porém ndo houve diferenca significativa para severidade
entre as duas espécies de Macrophomina testadas (Figura 2b).

Os isolados de bredo e pega-pinto causaram niveis diferentes de severidades, com
valores de notas variando de 1 a 5, sendo o isolado CMM-4760 (M. phaseolina), oriundo de
pega-pinto, 0 mais agressivo, mostrando-se semelhante ao isolado oriundo de feijdo-caupi
guanto a sua agressividade.

Essa variabilidade entre os isolados corrobora os resultados obtidos por Iqgbal;
Mukhtar (2014), que, ao estudar 65 isolados de M. phaseolina para a variabilidade
morfologica associada ao cultivo de feijdo-mungo, observaram diferencas significativas entre
todos os 65 isolados em crescimento radial, tamanho e peso do esclerdcio, bem como na
patogenicidade, onde dez isolados fungicos pareciam menos agressivos, a0 passo que 0ito
isolados de origem diversa mostraram-se altamente agressivos contra cultivares de feijao-
mungo e os demais isolados foram considerados moderadamente agressivos.

Todos os isolados provenientes de bredo e pega-pinto reduziram a massa fresca e seca
da parte aérea de feijdo-mungo, sendo o isolado CMM-4760 responsavel pelo menor valor de
massa fresca (0,08 g) e massa seca (0,02 g), respectivamente (Tabela 2). Estes resultados
mostram a importancia deste isolado, uma vez que é capaz de reduzir a massa fresca e seca da
parte aérea de plantas de feijdo-mungo, bem como o isolado oriundo de feijao-caupi.

Em estudo avaliando a resisténcia de 26 gendtipos de feijdo-mungo a M. phaseolina,
Khan et al. (2016) observaram que todos o0s gendtipos tiveram as massas fresca e seca
reduzidas pelo patégeno, corroborando os resultados obtido no presente estudo.

Em feijdo-de-porco, nenhuma das espécies de Macrophomina inoculadas se mostrou
patogénica a cultura, pois as plantas ndo apresentaram sintomas da doenca (Figura 1c). Nao
houve diferenca significativa para severidade entre as duas espécies de Macrophomina
testadas (Figura 2c), porém todos os isolados reduziram a massa fresca e seca da parte aérea
da cultura (Tabela 2).

Segundo Surdi et al. (2012), plantas de cobertura e/ou adubacéo verde ndo devem ser
hospedeiras de doencas e pragas que prejudiquem a cultura comercial. Ressalte-se que a
utilizacdo de leguminosas como o feijao-de-porco na adubacéo verde tem sido relatada como
estratégia de manejo de fitopatdégenos habitantes do solo, como M. phaseolina (PORTO et al.,
2016) e Fusarium solani (CRUZ et al., 2016).

O feijdo-de-porco possui substancias, tais como enzimas, glicoproteinas, polipeptideos

e compostos provenientes do metabolismo de aminoacidos, capazes de reduzir a densidade
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populacional do patdgeno. A principal isoforma da enzima urease dessa leguminosa inibe o
crescimento vegetativo e a germinacdo de diversas espécies de fungos filamentosos,
como Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, entre outros (SILVA
LOPEZ, 2012). Isso explica o motivo pelo qual as espécies de Macrophomina testadas nio
apresentaram sintomas quando inoculadas em plantas de feijao-de-porco. Além disso nédo

existe relato de Macrophomina spp. causando doenca nesta cultura.
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Figura 1: Boxplot da severidade da Podriddo-cinzenta-do-caule em feijdo-caupi (A), feijdo-mungo (B) e feijdo-de-porco (C) inoculados com M. phaseolina e M.

pseudophaseolina. Mossord, 2019. Médias seguidas pela mesma letra no Boxplot nédo diferem entre si pelo o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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Figura 2: Boxplot da severidade média da Podriddo-cinzenta-do-caule entre as espécies de Macrophomina oriundas de raizes de plantas daninhas inoculadas em feijao-caupi
(A), feijdo-mungo (B) e feijdo-de-porco (C). Mossord, 2019. Médias seguidas pela mesma letra no Boxplot ndo diferem entre si pelo o teste de Mann-Whitney a 5% de

probabilidade.
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Tabela 2: Massa fresca e seca da parte aérea de plantas leguminosas inoculadas com M. phaseolina e M. pseudophaseolina.

Feijao-caupi Feijao-de-porco Feijéo-mungo
:\jl(;ljrdo%shomina de Massa Fresca Massa Seca Massa Fresca Massa Seca Massa fresca Massa Seca

Rank Média® Rank Média Rank Média Rank Média Rank Média Rank Média
CMM-47332 23.40 0,13 a 22.10 0.05a 3280 5.90ab 30.00 1.52 ab 50.20 0.40 ab 31.30  0.08 abc
CMM-47492 30.20 0,08 ab 35.50 0.05 ab 4590 7.95ab 37.50 1.71ab 50.20 0.40 ab 38.10 0.08 abc
CMM-47522 35.80 0,11 ab 33.10 0.06 ab 21.20 4.25ab 21.40 1.26 ab 4390 0.35ab 4160 0.09abc
CMM-47582 52.90 0,13 ab 51.60 0.07 ab 50.00 8.42ab 59.00 252D 4580 0.36ab 5710 0.11bc
CMM-47602 45.80 0,12 ab 42.80 0.06 ab 39.00 6.95ab 40.40 1.80ab 11.10 0.08ab 7.50 0.02a
CMM-47622 41.80 0,10 ab 40.30 0.06 ab 15.80 3.56 ab 14.70 0.97 ab 38.10 03lab 54.10 0.11abc
CMM-4777° 16.70 0,07 a 21.70 0.04a 29.00 5.63ab 37.80 1.74 ab 40.80 0.32ab 36.40 0.09 abc
CMM-4780° 28.00 0,08 ab 27.80 0.04 ab 42.00 7.50ab 42.10 1.95ab 2950 0.24ab 4050  0.09 abc
CMM-4788b 31.80 0,08 ab 39.40 0.05 ab 50.50 8.42ab 42.90 1.90 ab 5.,20 0.44b 4540  0.10 abc
CMM-4795b 35.80 0,09 ab 33.10 0.05 ab 2440 4.83ab 30.80 1.53ab 4340 0.32ab 4750 0.10abc
CMM-4801° 28.10 0,08 ab 27.10 0.04 ab 50.30 8.51ab 46.60 1.97 ab 47.40 0.38ab 38.60  0.08 abc
CMM-4826° 60.90 0,17 ab 58.90 0.09 ab 3740 6.61ab 44.20 1.94 ab 3230 0.33ab 37.80 0.10 abc
CMM-15312 28.10 0,08 ab 39.40 0.05 ab 48.10 8.67ab 51.10 1.83ab 1930 0.14ab 17.40 0.06 ab
MPH-FE? 37.70 0,10 ab 24.20 0.04a 58.10 10.04 ab 55.30 246 b 7.00 0.05a 11.00 0.03ab
TEST 73.00 1,10b 73.00 0.52b 62.00 10.39ab 60.20 260D 55.80 0.43b 65.70 0.13c
cy? 33.21 30.80 34.56 34.55 34.60 39.28

aMacrophomina phaseolina. °M. pseudophaseolina. “Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas néo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.



28

4.2 Gramineas

Todos os isolados de Macrophomina apresentaram sintomas de podriddo-de-carvao
em plantas de milho-verde (Figura 3a), porém nao houve diferenga significativa para
severidade entre as duas especies de Macrophomina testadas (Figura 4a).

Os isolados de bredo CMM-4733, CMM-4749 (M. phaseolina) e CMM-4777 (M.
pseudophaseolina) se mostraram mais agressivos.

Os isolados de pega-pinto apresentaram diferentes niveis de severidade com valores de
notas variando de 2 a 5. O isolado CMM-4801 (M. pseudophaseolina) causou maior
agressividade em plantas de milho-verde, com notas de severidade variando de 3 a 5.

Estudando 24 isolados de M. phaseolina de diferentes distritos da provincia de Punjab,
no Paquistdo, quanto a sua morfologia e patogenicidade em milho, Ashraf et al. (2015)
observaram variagdes em diferentes caracteristicas morfoldgicas, tais como tamanho do
esclerdcio e populacdo, bem como em sua agressividade, observando que nove isolados de
diversas origens provaram ser altamente agressivos; oito isolados foram considerados
moderadamente agressivos e sete isolados fangicos foram menos agressivos contra a cultivar
de milho usada. Estes resultados corroboram o presente estudo, na medida em que os isolados
utilizados apresentaram variacdes quanto a agressividade. A discussdo € sobre essas variagdes
morfologicas e patogénicas em varios isolados de M. phaseolina como informacao de linha de
base para 0 manejo de doengas e desenvolvimento de cultivares resistentes & podriddo-de-
carvao.

As plantas inoculadas com os isolados de bredo CMM-4733, CMM-4749 (M.
phaseolina) apresentaram os menores valores de massa fresca e seca da parte aérea (Tabela
3).

Em plantas de sorgo, todos os isolados de Macrophomina foram patogénicos,
provocando sintomas de podriddo-de-carvao (Figura 3b) e causando severidades com valores
de notas variando de 3 a 5, porém ndo houve diferenca entre as duas espécies de
Macrophomina testadas, considerando essa variavel (Figura 4b).

Os isolados de bredo CMM-4733, CMM-4749 (M. phaseolina) e CMM-470 (M.
pseudophaseolina) causaram severidade semelhante aquela provocado pelo isolado oriundo
de meldo (CMM-1531).

Os isolados de pega-pinto CMM-4760 (M. phaseolina), CMM-4801 e CMM-4826 (M.
pseudophaseolina) se demostraram mais agressivos, causando severidade semelhante ao

isolado oriundo de melao.
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Muito embora Sales Junior et al. (2012) tenham relatado que o sorgo é uma das
principais culturas adotadas para rotagdo com o meloeiro no Nordeste brasileiro,
principalmente no periodo da entressafra, este fato € preocupante se considerarmos que as
duas espécies de Macrophomina provenientes de bredo e pega-pinto foram altamente
agressivas a esta cultura.

Quando inoculados, os isolados de bredo CMM-4733 e CMM-4749 (M. phaseolina)
proporcionaram os menores valores de massa fresca da parte aérea (Tabela 3). O isolado
CMM-4733 proporcionou maior reducdo da massa seca da parte aérea. O isolado CMM-4801
(M. pseudophaseolina), oriundo de pega-pinto, ocasionou maior redugdo da massa fresca e da

massa seca da parte aérea.

Tabela 3: Massa fresca e seca da parte aérea de leguminosas e gramineas frente & inoculacéo
de espécies de Macrophomina oriundas de plantas daninhas.

Milho-verde Sorgo
Isolados d? Massa Fresca Massa Seca Massa Fresca Massa Seca
Macrophomina — —— — —=

Rank Média® Rank Média Rank Média Rank Média
CMM-47332 9.90 0,21a 10.20 0,10a 13.10 054a 12.00 0,16 a
CMM-47492 6.40 0,14a 8.70 0,09a 23.40 0,76 abc 29.90 0,26 ab
CMM-47522 34.10 1,12 abc 40.60 0,42 abc 66.40 2,3 bc 63.60 0,62 b
CMM-47582 31.50 0,79 abc 25.40 0,22 abc 27.80 0,91 abc 28.90 0,28 ab
CMM-47602 71.80 4,15¢ 64.50 0,88 bc 28.20 0,87 abc 24.80 0,24 ab
CMM-4762?2 63.40 3,15 bc 64.10 0,90 bc 67.40 2,03c 67.80 0,60 b
CMM-4777° 26.40 0,56 abc 32.10 0,25 abc 43,70 1,54 abc 46.10 0,49 ab
CMM-4780° 21.70 0,52 ab 18.70 0,17 ab 49.00 1,37 abc 45.70 0,37 ab
CMM-4788P 53.40 2,42 ab 52.20 0,66 abc 47,70  1,3labc 48.80 0,39 ab
CMM-4795P 40.40 1,4 abc 36.70 0,36 abc 39.80 1,17 abc 37.80 0,33 ab
CMM-4801° 24.30 0,79 abc 26.80 0,27 abc 18.60 0,72 abc 19.80 0,22 ab
CMM-4826° 27.60 0,61 abc 26.60 0,22 abc 31.10 0,97 abc 29.60 0,28 ab
CMM-15312 49.20 1,72 abc 47.20 0,47 abc 20.40 0,67 abc 21.30 0,21 ab
MPH-FE? 48.80 1,60 abc 47.00 0,47 abc 54.30 1,53 abc 51.30 0,44 ab
TEST 61.10 2,83 be 69.20 1,00¢ 39.70 1,13 42.60 0,35 ab
cy? 56.30 54.61 41.54 38.60

aMacrophomina phaseolina. "M. pseudophaseolina. °Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo
diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

Avaliando um grupo de 49 hibridos experimentais e comerciais de sorgo para graos
quanto a sua reacdo a M. phaseolina e adaptacdo ao Nordeste do México, Williams-Alanis et
al. (2004) observaram que o rendimento de grdos foi afetado por M. phaseolina e é
inversamente proporcional ao comprimento da lesdo causada pelo fungo. Mayek-Pérez et al.
(2002) relataram correlacdo negativa entre o prejuizo causado por M. phaseolina e o0 acimulo

de peso seco da planta.
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Todos os isolados provenientes de raizes de plantas daninhas reduziram a massa fresca
e seca da parte aérea em todas as culturas em estudo, porém nédo houve diferenca significativa

entre as duas espécies de Macrophomina para essas variaveis (Tabela 4).

Tabela 4: Massa fresca e seca da parte aérea de leguminosas e gramineas frente a inoculacéo

de espécies de Macrophomina oriundas de plantas daninhas.

Massa Fresca Massa Seca
Culturas M. phaseolina M. pseudophaseolina M. phaseolina M. pseudophaseolina
Rank  Média* Rank Média Zele “Rank  Média  Rank  Média Zoale
Feijdo-caupi 16.22 0.12a 1428 0.09a 0.86 1587 0.06a 14.63 0.05a 0.55
Feijdo-mungo 15.03 0.32a 1547 0.34a 0.18 1476 0.09a 1574 0.10a 0.43
Feijdo-de-porco 14.27 6.17a 16.23 6.92a 086 1381 1.63a 16.69 184a 1.27
Milho-verde 1543 159a 15.07 1.05a 0.16 1551 044a 1499 032a 0.22
Sorgo 1514 124a 1536 1.18a 0.09 1516 036a 1534 0.35a 0.07

* Médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whitney a 5% de

probabilidade.

Considerando que os isolados de Macrophomina utilizados no presente estudo séo
provenientes de plantas daninhas de areas produtoras de meldo do nordeste brasileiro, ganha
forca a hipotese de Machado et al. (2018) de que M. pseudophaseolina esta distribuida por
ampla area geografica dentro do Brasil e que sdo tdo agressivos quanto os isolados de M.
phaseolina.

Os resultados do presente estudo mostram que plantas de feijdo-caupi, feijdo-mungo,
milho-verde e sorgo apresentaram diferentes niveis de severidade quando as duas espécies de
Macrophomina provenientes de plantas daninhas foram inoculadas, corroborando os
resultados obtidos por Khan et al. (2017), quando avaliaram a patogenicidade de trés isolados
de M. phaseolina, em gréo-de-bico e girassol. Os autores observaram que todos os isolados de
M. phaseolina causaram alta agressividade em gréo-de-bico; em girassol, os isolados de M.
phaseolina causaram indice de doenca de 2 em condig¢des controladas, ao passo que o indice
da doenca variou de 5,8 a 6,0 sob condic¢Ges de campo.

Verificando a patogenicidade e a agressividade de 27 isolados de M. phaseolina
obtidos de seis espécies de plantas a mamona, Claudino; Soares (2014) observaram que todos
os isolados foram patogénicos e exibiram diferentes niveis de agressividade na cultivar
utilizada, independentemente do seu hospedeiro de origem. Vale ressaltar que ndo existem na
literatura trabalhos de patogenicidade de isolados de Macrophomina provenientes de plantas

daninhas para as culturas utilizadas neste estudo.


http://www.inf.ufsc.br/~verav/Testes_de_Hipoteses/Testes_nao_parametricos_Mann-Whitney.pdf
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Figura 3: Boxplot da severidade média da Podriddo-de-carvao em milho-verde (A) e sorgo (B) inoculados com M. phaseolina e M. pseudophaseolina. Mossord, 2019. Médias

seguidas pela mesma letra no Boxplot ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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Figura 4: Boxplot da severidade média da Podriddo-de-carvao entre as espécies de Macrophomina oriundas de raizes de plantas daninhas inoculadas em milho-verde (A) e

sorgo (B). Mossoro, 2019. Médias seguidas pela mesma letra no boxplot ndo diferem entre si pelo o teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.


http://www.inf.ufsc.br/~verav/Testes_de_Hipoteses/Testes_nao_parametricos_Mann-Whitney.pdf
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5 CONCLUSAO

Os isolados de M. pseudophaseolina se mostraram tdo agressivos quanto os de M.
phaseolina para feijao-caupi, feijdo-mungo, milho-verde e sorgo.

O feijdo-de-porco ndo apresentou sintomas da doenca ap6s a inoculagdo com as
espécies de Macrophomina.

Os isolados das duas espécies reduziram a massa fresca e seca da parte aérea de todas

as culturas em estudo. Porém, em feijao-de-porco ndo houve diferenca significativa.
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