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RESUMO

VERSARI, Lucas Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2025. Contribuicdo de espécies de Diaporthe na ocorréncia de apodrecimento
de grdos em vagens verdes e quebramento de haste da soja [Glycine max (L.)
Merrill]. Orientador: Sergio Herminio Brommonschenkel.

O apodrecimento de graos ainda na fase de enchimento de grdos € um problema
recorrente nas ultimas cinco safras de soja, especialmente na regido meédio-norte do
estado de Mato Grosso, levando a reducdo da qualidade e rendimento de gréos,
implicando em perdas de até 30% na produtividade. Também na regido médio-norte
do estado de Mato Grosso nas safras 2020/2021 e 2021/2022, foi relatada a
ocorréncia de forma generalizada de quebramento da haste da soja, tanto em areas
experimentais quanto em lavouras comerciais. Esse quebramento compromete a
colheita mecanizada levando ao decréscimo de produtividade. Tanto o quebramento
de haste quanto o apodrecimento de graos em vagens verdes tém sido associados
ao género Diaporthe como um possivel agente causal, uma vez que Ssao
frequentemente recuperados dos tecidos sintomaticos. Porém, até o momento, nao
foram reproduzidos os sintomas de quebramento observado no campo por meio de
inoculacdes com isolados fungicos do género Diaporthe em condi¢bes controladas.
Desta forma, este trabalho teve por objetivo determinar a contribuicdo de espécies
de Diaporthe na ocorréncia do apodrecimento de grdos em vagens verdes e no
guebramento de hastes de plantas de soja. Para isso, inicialmente foram obtidos
isolados de Diaporthe spp. a partir de plantas de soja com sintomas de
apodrecimento de grédos e vagens e de quebramento de haste, que foram
posteriormente caracterizados morfologica e molecularmente, visando a identificacédo
a nivel de espécie. Avaliou-se a patogenicidade de isolados de D. longicolla e D.
ueckerae em vagens e hastes, assim como a capacidade dessas espécies causarem
infeccdo latente. Foram identificadas as espécies D. longicolla, D. ueckerae, D.
infecunda e D. pachirae. Os isolados de D. longicolla e D. ueckerae causaram
apodrecimento de vagens e grédos na fase de maturacdo e comprovou-se a
ocorréncia da infeccdo latente dessas duas espécies em haste e vagens.

Palavras-chave: etiologia; sementes ; infeccéo latente



ABSTRACT

VERSARI, Lucas Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2025. Contribution of Diaporthe species to the occurrence of grain rot in green
pods and stem breakage in soybean [Glycine max (L.) Merrill]. Adviser: Sergio
Herminio Brommonschenkel.

Grain rotting during the grain filling phase has been a recurring problem in the last
five soybean harvests, especially in the mid-north region of the state of Mato Grosso,
leading to reduced grain quality and yield, resulting in losses of up to 30% in
productivity. Also, in the mid-north region of the state of Mato Grosso, during the
2020/2021 and 2021/2022 harvests, a widespread occurrence of soybean stem
breakage was reported, both in experimental fields and commercial crops. This
breakage compromises mechanized harvesting, leading to a decrease in productivity.
Both stem breakage and grain rotting in green pods have been associated with the
genus Diaporthe as a possible causal agent, as these fungi are frequently recovered
from symptomatic tissues. However, to date, the symptoms of stem breakage
observed in the field have not been reproduced through inoculations with Diaporthe
fungal isolates under controlled conditions. Thus, this study aimed to determine the
contribution of Diaporthe species to the occurrence of grain rotting in green pods and
stem breakage in soybean plants. Initially, Diaporthe spp. isolates were obtained
from soybean plants with symptoms of grain rotting and pod decay, as well as stem
breakage, which were then morphologically and molecularly characterized for
species identification. The pathogenicity of D. longicolla and D. ueckerae isolates
was evaluated on pods and stems, as well as the ability of these species to cause
latent infection. The species D. longicolla, D. ueckerae, D. infecunda, and D.
pachirae were identified. Isolates of D. longicolla and D. ueckerae caused pod and
grain rot during the maturation phase, and the occurrence of latent infection by these
two species in stems and pods was confirmed.

Keywords: etiology ; seeds ; latent infection
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1. INTRODUCAO

A expansao do cultivo da soja no Brasil, ano apds ano, tem trazido novos desafios
de manejo da cultura, dentre eles, a obtencao de todo o potencial de producéao do grande
namero de variedades lancadas a cada ano. Outro desafio sdo as inUmeras pragas e
doencas que afetam a cultura da soja, e que comprometem o rendimento e qualidade
dos graos (DALL’AGNOL et al., 2016; SAVARY et al., 2019). Outros fatores, como as
alteracdes climaticas frequentes, afetam a quantidade e distribuicdo de chuvas e a
temperatura, pelos impactos diretos no plantio, no estabelecimento da cultura e na
ocorréncia de pragas e doencas, até a colheita (LULU, 2024).

Nas ultimas safras tem se observado a ocorréncia de apodrecimento de graos e
vagens na fase final de estabelecimento de lavouras de soja, em especial na regido
médio-norte do estado de Mato Grosso e Rondonia, desde a safra 2019/2020. Esses
sintomas tém sido observados em outras regides adjacentes, causando reducdo
significativa de produtividade em lavouras com alto potencial produtivo. O apodrecimento
de grdos em vagens verdes pode ocorrer em toda a planta, mas com maior intensidade
no terco médio e inferior. Os sintomas sédo observados na fase final de enchimento de
graos, préximo a maturacao fisioldgica (entre os estadios fenologicos R5.1 e R5.5). Em
condicdes favoraveis, observa-se reducdo de produtividade de até 20% e perda da
gualidade de graos, gerando niveis de desconto por graos avariados que chegam a 30%
(EMBRAPA, 2021).

Nos isolamentos realizados em laboratério, a partir de tecidos sintomaticos e
assintomaticos, tem sido encontrada uma maior frequéncia dos géneros Diaporthe,
Fusarium e Colletotrichum (VERSARI; WRUCK, 2022; KUDLAWIEC et al., 2023). Ainda
nao foi publicado qualquer trabalho reproduzindo os sintomas de apodrecimento de
graos na fase de enchimento de gréos (R5 e R6) a partir da inoculacéo desses fungos.

Mais de 1.000 espécies de Diaporthe ja foram descritas, obtidas em diferentes
regides do mundo e hospedeiros. Essas espécies podem ter comportamento endofitico,
saprofita ou fitopatogénico, dependendo do hospedeiro e de sua predisposi¢cdo (GOMES
et al., 2013). Floyd et al. (2022) verificaram que a distribuicdo geografica de espécies de
Diaporthe em cultivos de soja é influenciada pelo clima. Os autores destacam a
predominancia das espécies D. caulivora e D. sojae na regido Norte dos Estados Unidos,
causando o cancro da haste e a podriddo do caule em temperaturas amenas, e a espécie

D. longicolla ocorrendo na regidao Sul, em temperaturas e umidade mais elevadas,



causando a podriddo de graos a partir do estadio R8 (LEHMAN, 1923), que afeta a
gualidade da semente, reduzindo a sua germinacao e vigor (SANTOS et al., 2011). A
espécie Diaporthe aspalathi (sin. Diaporthe phaseolorum var. meridionalis) causa o
cancro da haste no Brasil (YORINORI et al., 1989; COSTAMILAN et al., 2008).

Petrovi¢ et al. (2021) identificaram, nos Estados Unidos, diversas espécies de
Diaporthe ja descritas na literatura como causadoras de podriddo de grdos em soja (D.
aspalathi, D. caulivora, D. kongii, D. longicolla, D. sojae, D. ueckerae, D. unshiuensis) e
além disso, identificaram trés novas espécies, (D. bacilloides, D. flavescens e D.
insulistroma). Esses autores verificaram que multiplas espécies de Diaporthe podem agir
juntas na deterioracdo da semente de soja.

Outro problema que vem ocorrendo na cultura da soja nas Ultimas safras é o
guebramento de haste principal proximo ao nd cotiledonar e muitos profissionais tém
associado a possivel causa o género Diaporthe, devido ao frequente isolamento desse
fungo em plantas sintomaticas. Os primeiros relatos do quebramento de haste ocorreram
na safra 2020/2021 e 2021/2022 na regido médio-norte do estado de Mato Grosso.
Devido aos primeiros relatos de quebramento nessa regido (safra 2020/2021) ter
ocorrido uma safra apos os primeiros relatos de apodrecimento de graos e vagens verdes
(a partir da safra 2019/2020), o termo utilizado inicialmente para se referir ao sintoma de
apodrecimento de graos e vagens verdes foi “anomalia”, que erroneamente foi adotado
para o quebramento de haste, gerando desentendimento sobre os problemas. Nas safras
posteriores os problemas de apodrecimento de grdos e vagens verdes (PGV) e
guebramento de haste foram relatados separadamente, uma vez que podem ocorrer de
forma independente, cultivares de soja com alta incidéncia de PGV ndo serem
suscetiveis ao quebramento de haste, ou materiais com uma elevada incidéncia de
guebramento de haste apresentar baixa suscetibilidade ao PGV.

As plantas quebradas apés algumas semanas podem apresentar lesées na regiao
do quebramento, com a presenca de sinais de Diaporthe spp. Tém sido também
observados em plantas quebradas a presenca de estrias necréticas na parte periférica
do tecido lenhoso das hastes, e em plantas sem quebramento também (MEYER et al.,
2024). Como plantas com quebramento apresentaram os sintomas citados acima e como
sao recuperados recorrentemente Diaporthe spp. dos tecidos com lesdes, Diaporthe spp.
foi sugerido como o agente causal. Portanto, até o momento nao foram reproduzidos os

sintomas de quebramento a partir de inoculacbes com esse fungo.



Estudos sobre interacdo planta-fungo (Diaporthe spp.) s@o necessarios para
compreender o tipo de associacao estabelecida entre o fungo e a planta hospedeira, bem
como a contribuicdo das espécies de Diaporthe na ocorréncia da podriddo de vagens e
graos entre os estadios R5.1 e R5.5 e o quebramento de haste. Isolados de Diaporthe
spp. ja foram detectados em hastes de soja assintomaticas como endofitico ou patdégeno
latente (SINCLAIR, 1988, 1991; LEITE et al., 2013; KONTZ et al., 2016).

A primeira etapa de pesquisas sobre interagcdo planta-fungo é a identificagdo do
microrganismo de interesse. Atualmente, as espécies de Diaporthe sdo determinadas a
partir de analises filogenéticas utilizando sequéncias de nucleotideos de diferentes loci
génicos e complementando com a caracterizacdo morfologica de estruturas reprodutivas
do fungo observadas em meio de cultura. Os principais marcadores filogenéticos usados
para identificacdo de Diaporthe sdo: o espacador interno transcrito (ITS) do DNA, os
genes para o fator de alongamento 1-alfa (TEF1), a calmodulina (CAL) e a beta-tubulina
2 (TUB2) (GOMES et al., 2013).

Com a identificacdo da(s) espécie(s) fungica(s), seleciona-se qual(is)
microrganismo(s) esta(do) em associacdo constante com o problema (sintomas).
Posteriormente, sdo realizados estudos etiolégicos para confirmar se 0(S)
microrganismo(s) selecionado(s) €(séo) o(s) agente(s) causal(is). Os resultados gerados
sdo importantes para técnicos e produtores na elaboracdo de estratégias de manejo e
reducdo de custos, para os programas de melhoramento genético no posicionamento e
desenvolvimento de cultivares, e o meio ambiente/consumidor na prevencdo de
epidemias que culminam no aumento de aplicacdes de produtos quimicos, aumento de
custos e/ou reducédo da qualidade e quantidade de producédo de graos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a contribuicdo de espécies de Diaporthe na
ocorréncia do apodrecimento de grdos em vagens verdes e no quebramento de haste
de plantas de soja. Para tanto, foram obtidos isolados pertencentes ao género Diaporthe
a partir de amostras de plantas com sintomas de apodrecimento de graos em vagens
verdes e quebramento de haste. Os isolados foram identificados em nivel de espécie,
utiizando a caracterizagdo morfologica e molecular. Foram realizados testes de
patogenicidade em condi¢cées controladas, bem como estudos para determinar a
ocorréncia de infecgéo latente em hastes e vagens de soja e as condi¢des que favorecem

o0 desenvolvimento dos sintomas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill]

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das culturas mais importantes do mundo,
desempenhando um papel fundamental na seguranca alimentar e no desenvolvimento
econdmico de diversos paises. Seu alto teor proteico e lipidico faz com que seja
amplamente utilizada na alimentacdo humana e animal, além de ser matéria-prima para
a producao de Oleos vegetais, biocombustiveis e insumos industriais (HARTMAN et al.,
2011; FAO, 2021). No setor agropecuario, o farelo de soja se destaca como principal
ingrediente na formulacdo de racdes, contribuindo significativamente para a nutricdo
animal e a produtividade da pecuéaria (ROSTAGNO et al.,, 2011). Além disso, sua
versatilidade permite a utilizacado na industria farmacéutica e cosmética, ampliando seu
valor econémico e estratégico (GOLDSMITH, 2008). Diante de sua relevancia global, a
expansdo da area cultivada e os avancos em biotecnologia tém impulsionado a
produtividade da soja, consolidando-a como uma das principais commodities agricolas
no mundo (USDA, 2023).

A producdo mundial de soja na safra 2023/24 foi de 395 milhdes de toneladas. O
Brasil se destacou como maior produtor, representando 39% desse total, com 153
milhdes de toneladas de graos e produtividade média de 3,32 toneladas por hectare, em
uma area de 46,1 milhdes de hectares (USDA, 2024).

O estado de Mato Grosso € o maior produtor nacional de soja, responsavel por
aproximadamente 30% da produc¢édo nacional, com uma area plantada de 12 milhfes de
hectares e producdo de 39,3 milhdes de toneladas, safra 2023/24 (CONAB, 2024). O
cultivo em extensas areas de terras, ano apds ano, combinado com as condi¢des
climaticas enfrentadas durante os meses em que a soja € cultivada na regidao Centro-
Oeste do Brasil, tem tornado o manejo fitossanitario um desafio, com as doencas

apresentando um alto potencial de dano econémico.

2.2 Caracteristicas agricolas do estado de Mato Grosso

O estado de Mato Grosso possui uma grande diversidade de solos devido a
extensdo territorial e as condi¢cbes ambientais variaveis. Os solos predominantes na
regido sao os Latossolos, Argissolos e Neossolos, que apresentam diferentes niveis de

fertilidade e potencial agricola. De um modo geral, as areas cultivadas por soja no estado
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sdo predominantemente Latossolos, caracterizados por uma alta profundidade e baixa
fertilidade natural (SANTOS et al., 2018).

O estado de Mato Grosso abriga trés grandes biomas brasileiros: o Cerrado, a
Amazobnia e o Pantanal, cada um com caracteristicas climaticas e edaficas particulares.
O bioma Pantanal, localizado no sudoeste do estado, € caracterizado por um clima
tropical semiumido, com temperaturas meédias entre 22°C e 32°C e precipitacdo variando
entre 1.000 e 1.400 mm anuais (MIRANDA et al., 2021). O regime hidrolégico da regiao
é fortemente influenciado pelo ciclo de cheias e vazantes, com inunda¢des sazonais que
impactam a composicao dos solos e a vegetacao local (ALHO; SILVA, 2019).

O Cerrado mato-grossense ocupa grande parte do estado e apresenta um clima
tropical sazonal, com duas esta¢des bem definidas: uma chuvosa, de outubro a abril, e
outra seca, de maio a setembro (ALMEIDA et al., 2020). A temperatura média anual é
de 22°C/23°C, podendo a temperatura maxima ultrapassar 40 °C, e a precipitacdo anual
entre 1.200 e 1.800 mm (MARCUZZO et al., 2012; CHOU et al., 2024). Esse bioma é
fundamental para a producdo agropecuaria, sendo uma das regides mais exploradas
para o cultivo de graos e pecuaria extensiva.

A porcdo norte do estado esta inserida no bioma Amazbnia, encontrando-se o
municipio de Sorriso (MT) na area de transicdo entre o Cerrado e Amazodnia, e 0
municipio de Sinop (MT) com 100% de sua area dentro do bioma Amazénia. O bioma
Amazodnia é caracterizado por um clima equatorial mido, com temperaturas elevadas
ao longo de todo o0 ano (média de 25°C a 29°C) e altos indices pluviométricos, com uma
média anual de 2230 mm acumulado com base na série historica dos ultimos dez anos,
registrado pela estacdo meteoroldgica da Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop (MT)
(EMBRAPA, 2025). O saldo anual de chuvas nessa regido pode se aproximar de 3000
mm. A elevada umidade, combinada com altas temperaturas, favorece uma densa
cobertura vegetal e uma grande biodiversidade (COSTA et al., 2019).

A altitude do estado de Mato Grosso varia entre 100 e 1.000 metros acima do nivel
do mar, com as areas mais elevadas concentradas na regido do Planalto dos Parecis e
Chapada dos Guimardes (SANTOS et al, 2018). Essas diferengcas altimétricas
influenciam diretamente o clima e a distribuicdo das chuvas no estado. A distribuicdo
pluviométrica segue um padrdo sazonal, com volumes mais elevados no norte do estado,
localizado dentro do bioma Amazoénico, e menores no sul, na regido do Pantanal (SOUZA
et al., 2013).



12

As caracteristicas topograficas e climaticas da regido médio-norte do estado tém
atraido e intensificado a producéo agricola, predominando o cultivo de soja/milho em
sucessdo e/ou soja seguido de algoddo em uma menor propor¢cdo de area. Embora as
condicdes climaticas da regido favoregcam a producado vegetal, as altas temperaturas e
as chuvas intensas, aliadas ao cultivo continuo da soja em grandes areas, proporcionam
um ambiente favoravel ao surgimento de novas doencas e a ocorréncia de epidemias
(ROTH et al., 2020; KUDLAWIEC; ASCARI; MULLER, 2023).

Na regido Centro-Oeste, 0 cultivo da soja ocorre entre 0os meses de setembro e
marco. Nesse periodo, a fase reprodutiva (florescimento, enchimento de gréos e
maturacdo) coincide com 0s meses mais chuvosos, novembro e dezembro, condicdes
favoraveis para o desenvolvimento de infec¢bes fungicas em diferentes partes da planta.

Devido a esse cenario, associado a constante mudanca de cultivares e ajustes
nos sistemas de producéo, o apodrecimento de graos e vagens verdes, e o quebramento
de haste tém acometido lavouras de soja na regido médio-norte do estado de Mato
Grosso e Rondonia, de forma epidémica (LULU, 2024). Detalhes desses problemas
fitossanitarios sao descritos a seguir:

2.3. PodridGes de vagens e graos de soja

As podriddes de graos e vagens na fase de maturacéo da soja (R8) ja séo relatadas
h& muito tempo no Brasil e em outros paises, de ocorréncia mais notavel quando a fase
gue antecede a colheita apresenta altos indices pluviométricos. Em inglés é denominada
‘pod and seed decay” (PSD), tendo sido relatada por Sinclair (1993) como uma
importante doenca que acomete a cultura da soja causada por Diaporthe longicolla
afetando lavouras na regido de lllinois - USA, desde 1969. No Brasil, essa doenca €
observada desde 1980, como evidenciado pelo trabalho de Henning (1980).

No Brasil, isolamentos efetuados a partir de vagens e graos sintomaticos tém
demonstrado a presenca de diferentes fungos, com a predominancia de Colletotrichum
spp., Fusarium spp. e Diaporthe spp. (CORTINA et al., 2013; KUDLAWIEC et al., 2023).

Existem varias espécies de Diaporthe com potencial de causar a podridao de gréos
na fase de maturagdo, como relatado por Petrovi¢ et al. (2021). Esses autores
identificaram as espécies D. aspalathi, D. caulivora, D. kongii, D. longicolla, D. sojae, D.
ueckerae, D. unshiuensis e trés novas espécies, D. bacilloides, D. flavescens e D.

insulistroma, causando podriddo de grdos em soja nos Estados Unidos. A espécie D.
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longicolla normalmente € a mais predominante, por fatores como a capacidade de
esporulacéo e capacidade de crescimento em altas temperaturas.

Desde a safra 2019/2020, o apodrecimento de graos e vagens verdes tem sido
observado na regido meédio-norte do estado de Mato Grosso e Rondbnia. O problema
apresenta ocorréncia e sintomatologia diferente do PSD, sendo caracterizado pelo
surgimento manchas de coloracdo castanho-amarelada nas vagens ainda verdes, que
evoluem para o apodrecimento da vagem e o desprendimento precoce da semente do
tegumento da vagem. As vagens com esses sintomas podem ocorrer em toda a planta,
mas sdo mais comuns nos tercos meédio e inferior, iniciando-se na fase final de
enchimento de gréos, proximo a maturacgao fisiolégica (R5.1 e R5.5) (WRUCK et al.,
2022). Esse apodrecimento de vagens estd associado a fatores relacionados ao
ambiente favoravel e a sensibilidade de determinadas cultivares, podendo causar
reducédo de produtividade de até 20%, e perda da qualidade de grédos, gerando niveis de
desconto por graos avariados que chegam a 30% (EMBRAPA, 2021).

Os graos dentro das vagens deterioradas também podem apresentar elevados
indices de enrugamento, em decorréncia da exposicdo das plantas as condi¢cbes de
elevadas temperaturas (acima de 30 °C) durante a fase de enchimento de gréos. Esse
enrugamento normalmente é mais intenso sob déficit hidrico, mas pode também ocorrer
em condi¢des normais de disponibilidade hidrica (EMBRAPA, 2022).

Diversos ensaios foram conduzidos sob condi¢des naturais de campo em diferentes
localidades da regido médio-norte do estado de Mato Grosso e em Sdo Miguel do
Guaporé — RO e Ariqguemes — RO, durante a safra 2022/23, visando entender o
comportamento de diferentes cultivares frente ao apodrecimento de grdos em vagens
verdes. Foram avaliadas 42 cultivares geneticamente modificadas e 12 cultivares
convencionais, semeadas em trés épocas de plantio diferentes (com intervalo de
aproximadamente 10 dias entre cada época). Observou-se comportamento diferencial
entre as cultivares para o apodrecimento de graos nos diferentes locais de avaliacao,
evidenciando a presenca de variabilidade genética entre os genotipos avaliados.
Constatou-se também uma maior incidéncia de apodrecimento de grdos e maior
produtividade de graos nas semeaduras mais precoces, embora, quando descontado os
graos avariados, a produtividade de grdos tenha sido similar nas trés épocas de
semeadura. Embora o grupo de maturidade (ciclo precoce, médio e tardio) ndo tenha
mostrado correlacdo com a incidéncia de apodrecimento de graos, cultivares com habito

de crescimento determinado e semi-determinado apresentaram menor incidéncia de
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graos apodrecidos em comparacdo com cultivares de crescimento indeterminado (NETO
et al., 2023).

Isolados fungicos pertencentes aos géneros Diaporthe, Fusarium e Colletotrichum
também tém sido os fungos recuperados de graos e vagens verdes com sintomas de
apodrecimento (VERSARI; WRUCK, 2022; KUDLAWIEC et al., 2023). Todavia, ainda
nao foi publicado nenhum trabalho reproduzindo os sintomas de apodrecimento de gréaos

na fase de enchimento de graos (R5 e R6) a partir da inoculacdo desses fungos.

2.4. LesOes da haste de soja

Diferentes tipos de lesdo em haste de soja associadas a diferentes patégenos ja
foram descritas. O cancro da haste foi registrado pela primeira vez na década de 1940
em lowa, sendo o agente causal identificado inicialmente como Diaporthe phaseolorum
var. batatais; posteriormente, o nome do fungo foi estabelecido como D. phaseolorum
var. caulivora (BACKMAN et al., 1985). Diaporthe caulivora (sin. Diaporthe phaseolorum
(Cke. & Ell.) var. caulivora (Athow & Cald.) causa o cancro da haste no norte dos Estados
Unidos, enquanto a espécie D. aspalathi (sin. Diaporthe phaseolorum var. meridionalis)
causa cancro no sul dos Estados Unidos (KEELING, 1988; FLOYD et al., 2022). Essas
espécies também foram relatadas como causadoras do cancro da haste em cultivos de
soja no Brasil (YORINORI et al., 1989; COSTAMILAN et al., 2008).

O cancro da haste causado por D. aspalathi ja foi a principal doenca da soja no
Brasil, devido a sua severidade de ocorréncia e capacidade de dispersédo do patégeno.
Foi relatada pela primeira vez no Brasil em lavouras de soja no estado do Parana em
1989 e na safra seguinte, foi observado em quase todas as areas produtoras de soja
brasileiras, causando perdas proximas de 100% em alguns campos. O sintoma inicial &
caracterizado por estrias ou pontuacdes de cor negra a castanho-avermelhada, medindo
de 1 a 2 mm. Na regido do entre-nos as lesdes evoluem para manchas elipticas ou
alongadas, com centro negro a castanho-avermelhado escuro e margem mais clara, com
aparéncia de anasarca. Mais recorrente séo infeccdes nos pontos de inser¢cado dos ramos
laterais e dos peciolos, causando morte desses ramos e das folhas. As lesdes evoluem
na haste principal para cima e para baixo, atingindo a medula e causando a morte da
planta. A coloragdo da medula necrosada varia de castanho-avermelhada em planta

ainda verdes a castanho-claro ou arroxeada em hastes secas, abrangendo uma area da
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medula muito maior que os sintomas observados externamente. As folhas permanecem
presas a planta (YORINORI et al., 1989, 1996).

O desenvolvimento de cultivares de soja resistentes que foram comercializadas
sete a oito anos apoés o primeiro relato da doenca, levou ao controle efetivo desta doenca
no Brasil. Atualmente, toda cultivar de soja para ser registrada e liberada para cultivo
pelo Servigco Nacional de Protecéo de Cultivares, uma agéncia governamental dentro do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA, deve estar caracterizada
como resistente ao cancro da soja causado por D. aspalathi, conforme as instrucdes.

A incidéncia de cancro da haste causado por D. aspalathi e o potencial de dano
gue pode causar dependem muito de condi¢des climaticas favoraveis, da suscetibilidade
das cultivares e do potencial de inéculo do fungo em sementes e/ou restos de cultura da
safra anterior. Em condic¢des favoraveis, chuvas frequentes apos o plantio, as plantulas
emergidas podem ser infectadas por propagulos do fungo e quando bem-sucedida a
infeccdo, os primeiros sintomas sao observados apds 15 dias, e evoluem lentamente,
formando os cancros e causando a morte de plantas entre 50 e 80 dias apds a infeccao,
nos estadios reprodutivos. Nas cultivares precoces, as plantas morrem mais proximo do
final do ciclo apresentando menores perdas em relacdo as cultivares tardias. Cultivares
altamente suscetiveis (SR-23 e Guavira (MS SR-18), podem ter perdas totais. Quando
nao ocorre condicBes favoraveis a infeccédo até a fase de florescimento, as infec¢bes a
partir desse estadio ndo comprometem a produtividade (YORINORI, 1990).

O cancro da haste causado por D. caulivora foi relatado pela primeira vez no Brasil
nos municipios Passo Fundo e Coxilha no Rio Grande do Sul (COSTAMILAN et al.,
2008). As plantas com esse cancro apresentam folhas marrons murchas com
descoloracdo marrom-avermelhada e necrose da metade inferior do caule. As perdas de
rendimento por D. caulivora podem ser significativas, especialmente quando as lesbes
de cancro se desenvolvem precocemente, levando ao murchamento e morte da planta
ainda no periodo vegetativo (VIDIC et al., 2013).

Os fungos D. caulivora e D. aspalathi sobrevivem nos restos de cultura de soja
infectados e também nas sementes, sendo essas as principais fontes de dispersdo dos
patdgenos (YORINORI, 1996). O uso de cultivares resistentes e a rotacdo de culturas
sao as principais medidas de controle.

Silva (2021) fez o primeiro relato de D. ueckerae associado a lesdes de haste e a
podriddo de grdos em vagens maduras, na regido médio-norte do estado de Mato

Grosso.
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A seca de vagens e hastes da soja causada por Diaporthe sojae (= D.
phaseolorum var. sojae) € outra doenca de ocorréncia na cultura da soja. Diaporthe
sojae é um patdgeno relativamente fraco ou ndo patogénico em sementes (HOBBS et
al., 1985, SANTOS et al., 2011)

2.5 O quebramento de haste

Desde a safra 2020/2021, tem sido relatado na regido médio-norte do estado de
Mato Grosso, em algumas areas e cultivares especificas, o quebramento de hastes na
soja. Esse quebramento € caracterizado pela maior fragilidade de sustentacéo da planta
na regiao préxima ao no cotiledonar, e ocorre normalmente nos estadios reprodutivos da
soja. Nesse estagio as plantas estralam ao quebrar apos ser exercida uma leve presséao
lateral ou por acdo de ventos. Mesmo apoés a quebra da haste principal as plantas se
mantém vivas e podem completar seu ciclo, porém, a colheita mecanizada € dificultada
devido a inclinacdo da parte aérea das plantas em direcdo ao solo. Em condicfes de
veranico, stress hidrico acompanhado de altas temperaturas, as plantas quebradas tém
o ciclo encurtado, secando precocemente tendo o enchimento de gréos interrompido, 0
gue resulta em uma alta porcentagem de vagens chochas (MEYER et al., 2024).

Devido aos primeiros relatos de quebramento nessa regido (safra 2020/2021) terem
ocorrido uma safra apos os primeiros relatos de apodrecimento de graos e vagens verdes
(a partir da safra 2019/2020), o termo utilizado inicialmente para se referir ao problema
de apodrecimento de grdos e vagens verdes foi “anomalia”, que foi posteriormente
adotado também para o quebramento de haste, o que gerou desentendimento sobre a
etiologia dos problemas. Nas safras posteriores verificou-se que o apodrecimento de
graos e vagens verdes (PGV) e quebramento de haste possuem etiologias distintas, uma
vez que podem ocorrer de forma independente; cultivares de soja com alta incidéncia de
PGV nao apresentam quebramento de haste, ou materiais com uma elevada incidéncia
de quebramento de haste apresentam baixa incidéncia de PGV. Alguns consultores,
patrocinados por empresas, continuam erradamente associando quebramento de haste
com o apodrecimento de graos que ocorre na fase de enchimento de gréos.

As plantas quebradas apés algumas semanas podem apresentar lesdes na regiao
do quebramento, com presenca de sinais de Diaporthe spp. Nessas plantas, tém sido
observado também a presenca de estrias necroticas na parte periférica do tecido lenhoso

das hastes; porém as estrias também podem ser observadas em plantas sem
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guebramento (MEYER et al., 2024). Devido a esses sintomas citados acima, ser
encontrados em plantas com quebramento, e nos isolamentos em laboratorio ser
recuperado recorrentemente Diaporthe spp., tem-se erroneamente associado Diaporthe
spp. também as estrias. Todavia, diferentes instituicbes de pesquisa ndo conseguiram
reproduzir os sintomas de estrias e quebramento a partir da inoculacédo de Diaporthe
spp. em plantas de soja, utilizando diferentes métodos de inoculacéo.

Grande parte dessa confusdo em torno da etiologia das estrias e quebramento
deve-se ao incorreto entendimento da biologia das espécies de Diaporthe. Por exemplo
Diaporthe spp. séo isolados de hastes de soja assintomaticas, onde pode estar presente
como endofitico ou patégeno latente (SINCLAIR, 1988, 1991; LEITE et al., 2013; KONTZ
et al., 2016).

Na associacdo como endofitos, os fungos podem se desenvolver no tecido do
hospedeiro sem causar danos e, muitas vezes, oferecem beneficios, como a producéo
de metabdlitos secundarios que promovem o0 crescimento vegetal, dentre outros
beneficios (CHITNIS et al., 2020). Enquanto na infeccéo latente, o fungo infecta o tecido
do hospedeiro sem causar sintomas até o momento em que condicbes ambientais,
nutricionais ou estadio de maturidade do hospedeiro ou patdgeno, favorecem o seu
desenvolvimento e surgimento de sintomas ou sinais (AGRIOS, 1998). Nessa fase de
laténcia o fungo pode estar presente no hospedeiro sem causar alteracdes fisioldgicas,
ou na forma quiescente, retomando as suas atividades quando se inicia a maturacéo
fisiolégica. Diversos patdégenos de soja pode causar infeccao latente. Por exemplo,
Colletotrichum spp. e Cercospora spp. infectam a soja no inicio do ciclo da cultura e os
sintomas causados por esses patdogenos sdo observados apenas na fase de maturacao
fisiolégica do hospedeiro. Colletotrichum spp. podendo ainda causar sintomas em
gualquer fase do desenvolvimento do hospedeiro sob condi¢cdes de estresse, ou em
cultivares muito suscetiveis (KLINGELFUSS; TORINORI, 2001; GOSSEN et al., 2009).

A ocorréncia de infecgfes latentes tem sido evidenciada pelo uso de herbicidas
dessecantes, que aceleram a senescéncia do tecido vegetal, favorecendo o
desenvolvimento de fungos latentes no tecido da planta, e consequente observagao da
evolugdo de sintomas, isolamento e identificagdo dos fungos associados (SINCLAIR,
1991).
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2.6 O género Diaporthe

Fungos do género Diaporthe fazem parte do filo Ascomycota, sub-filo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Diaporthales e sdo caracterizados
como fungos sexuais, dos quais a maioria possui sua forma assexual conhecida
(SENANAYAKE et al., 2017). Anteriormente o nome Phomopsis spp. era utilizado na
identificacdo com base na presenca de picnidios e nos diferentes tipos de conidios (alfa,
beta e gama). Por outro lado, Diaporthe spp. se referia a fase sexuada (teleomorfica)
com a formacdo de peritécio, ascas e ascosporos. Atualmente, Diaporthe é o nome
genérico adotado por recomendacdo de um comité especializado (ROSSMAN et al.,
2015).

A maioria das espécies de Diaporthe ndo formam corpos de frutificacdo em meios
de culturas artificiais, sendo necessaria a utilizacdo de substratos para induzir a producao
de picnidios e/ou peritécios (GOMES et al., 2013). Além disso, a diferenciacdo de
espécies somente com base em caracteres morfolégicos é dificil. Dessa forma, é cada
vez mais frequente a classificacdo de espécies de Diaporthe com base em uma
combinacdo de dados morfolégicos e sequéncias de DNA tais como espacadores
internos transcritos (ITS), parte do gene do fator de elongacao da traducao 1-a (tef1-a),
a B-tubulina (tub2), a calmodulina (cal) e a histona H3 (his3) (HONGSANAN et al., 2023).

Dentro das inUmeras espécies descritas, no Brasil ja foram relatadas causando
doenca de soja as espécies D. longicolla, D. caulivora, D. aspalathi, D. phaseolorum, D.
sojae, D. ueckerae, D. citri, D. endophytica e D. infertilis. (FARR; ROSSMAN, 2025).

Nos ultimos anos, muitas espécies de Diaporthe passaram por reclassificacdo
taxondmica devido a identificacdes incorretas, realizadas muitas vezes com base apenas
na caracterizacdo morfoldégica e gama de hospedeiros. Um exemplo disso € a espécie
D. caulivora, que, no primeiro relato em soja, foi referida como Diaporthe phaseolorum
var. batatais; depois, foi reclassificada como D. phaseolorum var. caulivora (BACKMAN
et al., 1985) e, por ultimo, elevada a categoria de espécie como Diaporthe caulivora, com
um neotipo designado (SANTOS et al., 2011). Rensburg et al (2006) propuseram que D.
phaseolorum var. meridionalis fosse tratada como espécie Diaporthe aspalathi.

A espécie D. ueckerae (sin. D. miciriae) foi descrita por Udayanga et al. (2015) em
um estudo taxondémico de isolados recuperados de soja e meldao (Cucumis melo).
Diaporthe miciriae foi considerado sinonimia de D. ueckerae por Gao, Liu e Cai (2016)

Estudos filogenéticos realizados por esses autores demonstraram a identidade de
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isolados identificados anteriormente como D. ueckerae e D. miciriae (Thompson et al.,
2015), sendo o nome D. ueckerae proposta por Udayanga et al. (2015), por ter sido a
espécie primeiro descrita. O nome D. ueckerae foi dado em homenagem ao micologista
Francis A. Uecker, em reconhecimento a sua contribuicdo na taxonomia e filogenia do
género Diaporthe (UDAYANGA et al., 2015).

Existem mais de mil espécies de Diaporthe descritas, obtidas de diferentes regides
do mundo, de plantas, animais, humanos e ecossistemas. Varias espécies de Diaporthe
sdo de grande importancia fitossanitaria, com uma ampla gama de hospedeiros vegetais
e diversidade genética (PIOLI et al., 2003). Estes fungos podem ser encontrados como
saprofiticos, patogénicos e em laténcia na planta (GOMES et al., 2013; SINCLAIR, 1991).
A distribuicao geogréfica de espécies de Diaporthe pode ser influenciada por condi¢cdes
ambientais como temperatura. Como observado por Morgan-Jones (1989), o cancro da
haste em lavouras de soja na regido norte dos Estados Unidos era causado por D.
caulivora (temperaturas amenas), enquanto na regido sul o cancro da haste era causado

pela espécie D. aspalathi (temperaturas mais elevadas).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e obtencédo de uma colecéo de cultura

Plantas de soja inteiras ou parte (haste, vagens e/ou gréos) foram coletadas
durante as safras 2022/23 e 2023/24, em diferentes estados do Brasil, sendo a maioria
das amostras oriundas de areas de cultivos situadas na regido médio-norte do estado de
Mato Grosso. Realizou-se o isolamento direto e indireto dos fungos associados aos
tecidos de plantas com sintomas de quebramento de haste e cancro da haste, de hastes
assintomaticas, vagens e graos sintomaticos (com sintoma de apodrecimento na fase de
enchimento de gréos R5 — R6) e assintomaticos em meio Batata Dextrose Agar (ABDA)
acidificado com &cido latico (pH=4,5).

No isolamento direto, foram selecionadas estruturas fangicas presentes nas
amostras de plantas e transferidas para placas de Petri com meio ABDA. Para o
isolamento indireto, foram seccionados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? de
haste e vagem, e gréo inteiro ou partido, e submetidos a desinfestacao superficial em
alcool 70% (1 minuto); hipoclorito de sodio a 2% (2 minutos) e trés lavagens consecutivas
em agua destilada autoclavada. As amostras desinfestadas foram colocadas sobre papel

filtro esterilizado para retirar 0 excesso de agua e transferidas para placas de Petri com
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meio ABDA. ApoOs trés dias de incubacdo a 25 °C, de cada placa foi transferido um
pequeno fragmento de micélio da borda de colénias fungicas com caracteristicas
distintas entre si, para placas de Petri com meio Agar-Agua e incubadas por dois dias.
Em seguida os isolados obtidos foram purificados a partir de ponta de hifa, transferindo-
as para o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). As culturas puras foram
armazenadas com sete dias de idade, em geladeira e ultrafreezer. Utilizou o método de
Castellani (CASTELLANI, 1968) para o armazenamento em geladeira a 4 °C, com a
preservacao de discos de micélio em microtubos com volume de 2,0 mL contendo 1,0
mL de agua milig. Discos de micélio foram transferidos para microtubos de 2,0 mL de
volume, contendo 1,0 mL de glicerol 50% que foram armazenados em ultrafreezer (- 80
°C).

3.2 Caracterizacdo morfolégica

Os isolados de Diaporthe spp. foram repicados em meio de cultura BDA e meio
agar-agua + haste de funcho (Foeniculum vulgare), e incubados a 25 °C em fotoperiodo
de 12 horas sob luz negra (315 nm). A caracterizacdo fenotipica dos isolados foi
realizada apos vinte dias de incubacéo. Foram avaliadas as caracteristicas culturais: cor
e textura da col6nia, e a producéo de corpos de frutificacdo (picnidios/peritécios) no meio
de cultivo BDA, engquanto no meio agar-agua + funcho foi avaliada a formacédo de
picnidios/peritécios e tipo de conidios. Para as caracteristicas conidiais foram
preparadas laminas semi-permanentes usando lactoglicerol como liquido de montagem.

Foram avaliados os tipos de conidios produzidos (alfa, beta e gama) e tamanho de
conidios presentes em picnidios formados em hastes de funcho, com o auxilio de um
microscopio 6ptico com aumento de quatrocentas vezes. Foram realizadas medi¢fes de
50 conidios por isolado (espessura e comprimento). As medicbes dos conidios

(comprimento e largura) foram realizadas com o auxilio do software Image-Pro Insight 9.
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3.3 Caracterizacdo molecular

3.3.1 Extracéo de DNA gendmico e amplificagéo

O DNA genbmico foi extraido da massa de micélio crescida em meio BDA,
utilizando o protocolo de Cenis (1992) com adaptacdes. A quantidade e a qualidade do
DNA foram verificadas utilizando espectrofotdometro (Nanodrop) e analise em gel de
agarose a 2%. Foram utilizados trés marcadores genémicos propostos por Gomes et al.
(2013) para a analise filogenética e identificacdo molecular de Diaporthe a nivel de
espécie. Os iniciadores ITS5 e ITS4 (WHITE et al., 1990) foram utilizados para amplificar
a regido do espaco interno transcrito (ITS). Os iniciadores EF1-728F e EF1-986R
(CARBONE; KOHN, 1999) foram usados para amplificar parte do gene do fator de
alongamento de traducdo 1-a (TEF1) e parte do gene da calmodulina (CAL) foram
sequenciados utilizando os iniciadores CAL-228F e CAL-737R (CARBONE; KOHN,
1999).

As reacfes de amplificacdo possuiam um volume final de reagéo de 10 yL. Foram
utilizados 1 x tampéao Taq com KCI (Sinapse Inc.), 1,0 mM de MgCl2, 200 uM de dNTPs,
0,3 L de cada primer (na concentragédo de 10 uM/uL), 0,25 U de Sinapse Inc Platus Taq
DNA Polymerase, 30 ng de DNA gendmico e completando o volume de reagdo 10 pL
com agua Milli-Q®.

A reacao foi processada em um termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ 96-
Well, utilizando as seguintes condi¢des: 30 segundos a 94 °C, 40 ciclos: desnaturacao
30 segundos a 95 °C, anelamento 30 segundos, extensdo 40 segundos a 72 °C e
extensdo final 7 minutos a 72 °C. A temperatura de anelamento foi diferente para cada
iniciador, ITS (55 °C), TEF1 (58 °C) e CAL (56 °C).

O produto da reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi visualizado através
de eletroforese horizontal em gel de agarose a 2%, submetido a corrente elétrica de 80
V por 45 minutos em solugédo tampéo 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE). Para a visualizac&o
das bandas de DNA, o gel foi corado com brometo de etidio a 0,05% (v/v) e
posteriormente analisado sob luz ultravioleta (UV) em um transiluminador de gel. A
comparacao do tamanho dos fragmentos amplificados foi realizada com a utilizacéo de
um marcador de peso molecular (1 kb DNA Ladder).

Os produtos de PCR foram purificados e as reacdes de sequenciamento foram
realizadas usando o BigDyeTM Terminator v 3.1 Cicle Sequencing kit (Applied
Biosystems, USA) e oligonucleotideos especificos para cada gene.
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3.3.2 Filogenia molecular
A qualidade das sequéncias de nucleotideos obtidas foi analisada utilizando o

software MEGA v7.02 (KUMAR et al., 2016). Foram verificadas possiveis inconsisténcias
nos eletroferogramas, como sinais de baixa qualidade, picos sobrepostos e regides com
alta ambiguidade. Sempre que necessario, foram realizadas corre¢cées manuais para
garantir a precisdo dos dados antes da etapa de alinhamento ou novos
sequenciamentos.

Apo6s a verificacdo e edicdo das sequéncias, os arquivos foram organizados no
formato FASTA, gerando um arquivo especifico para cada gene analisado (ITS), (TEF1)
e (CAL). Esses arquivos incluiram tanto as sequéncias dos isolados obtidos neste estudo
guanto sequéncias de isolados de referéncia disponiveis em bases de dados publicas
(ANEXO 1), como NCBI GenBank. A selecéo dos isolados de referéncia foi baseada em
estudos filogenéticos do género j& publicados (GOMES et al., 2013; UDAYANGA et al.,
2015).

Foi gerado um arquivo no formato FASTA com as sequéncias concatenadas (ITS,
TEF1 e CAL). As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE no pacote
msa do R, e a matriz de alinhamento resultante foi convertida para o formato phyDat,
necessario para os métodos filogenéticos subsequentes. O modelo ideal para os
conjuntos de dados de sequéncias alinhadas foi determinado com o programa
JModelTest2 (POSADA, 2008), conforme critério de informacdo de Akaike (AIC). A
seguir, foi calculada uma matriz de distancias com o modelo JC69 (Jukes-Cantor 1969)
por meio da funcdo dist.ml(), e com essa matriz foi construida uma arvore inicial
utilizando o método Neighbor-Joining (NJ). Posteriormente, a topologia da arvore foi
otimizada pelo método de Maxima Verossimilhanca (ML), aplicando o modelo HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano), que permite variacdo nas frequéncias das bases
nitrogenadas, além de ajustes na proporcao de sitios invariaveis (optinv = TRUE) e na
heterogeneidade das taxas de substituicdo (optGamma = TRUE). O enraizamento da
arvore foi realizado utilizando como grupo externo a sequéncia de Diaporthella corylina
(CBS 121124), com base em sua posicdo como familia irmad em Diaporthales
(VASILYEVA; ROSSMAN; FARR, 2007), permitindo estabelecer um ponto de referéncia
evolutivo dentro do clado analisado. Para avaliar o suporte filogenético das relacbes
inferidas, foi conduzida uma andlise de bootstrap com 1000 réplicas, utilizando o
procedimento de rastreamento implementado na fung¢ao bootstrap.pml(), e os valores de

suporte foram obtidos com prop.clades(), sendo posteriormente convertidos para formato
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percentual e inseridos nos nds da arvore. A arvore final foi visualizada com o pacote
ggtree, onde as pontas foram rotuladas com os nomes dos isolados, enquanto os valores
de bootstrap foram posicionados proximos aos respectivos ramos internos. Finalmente,
a arvore filogenética foi exportada em formato PDF com alta resolucao (600 dpi) para
facilitar a andlise e interpretacdo dos dados. Essa abordagem permitiu a inferéncia de
relacbes evolutivas robustas entre o0s isolados estudados, garantindo maior
confiabilidade na interpretacdo da estrutura filogenética do grupo analisado.

A éarvore filogenética foi gerada e posteriormente editada no software Adobe
lllustrator para melhor interpretacéo e apresentacédo dos resultados. A identificacdo dos
isolados obtidos foi feita com base na similaridade genética e no suporte estatistico dos

agrupamentos.

3.4 Efeito da temperatura no crescimento micelial das diferentes espécies de
Diaporthe

De cada isolado, foram transferidos discos de micélio com 5 mm de diametro,
obtidos de colbnias com sete dias de idade, para placas de Petri contendo o meio de
cultura BDA. As placas foram incubadas em diferentes temperaturas (20 °C, 24 °C, 28
°C, 32 °C e 36 °C) no escuro. As avaliacdes do crescimento micelial foram realizadas
durante quatro dias, com um intervalo de 24 horas entre cada avaliacdo. Com o auxilio
de um paquimetro digital foi aferido o diametro médio da coldénia em duas direcfes
perpendiculares.

O experimento foi conduzido segundo o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (temperatura x isolados), com trés repeticbes, cada repeticao
representada por uma placa de Petri. Foram apresentados os resultados da ultima
avaliacdo. Os dados de medi¢cdes (mm) foram importados para o software R e aplicado
o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de homoscedasticidade (Teste de
Levene). Para corrigir os erros de normalidade os dados foram transformados para raiz
guadrada (x). Posteriormente foi realizada a analise de variancia (ANOVA), ao nivel de
5% (p < 0.05). Foram utilizados os pacotes multcomp e emmeans para a realizacdo do
teste de Tukey e a obtencdo das estimativas de médias ajustadas, respectivamente. A
significancia estatistica foi determinada considerando um nivel de 5% (p < 0.05), e todas

as analises foram realizadas de acordo com as premissas dos testes aplicados.
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3.5 Comprovacéo da patogenicidade de isolados de Diaporthe spp.

Utilizou a cultivar Dominio IPRO, suscetivel ao apodrecimento de vagens e graos
verdes, e com a ocorréncia de estrias na haste. As sementes foram obtidas de plantas
cultivadas em casa de vegetagéo da Universidade Federal de Vigosa. As sementes foram
semeadas em vasos com areia e ap0s quatro dias foram selecionadas as plantulas
consideradas normais (vigorosas, com crescimento proporcional de raizes e parte aérea)
e transplantadas em vasos de 4L contendo substrato composto de solo e areia (3:1).
Durante a conducdo do ensaio foi realizada a manutencdo diaria de umidade do

substrato conforme a capacidade de campo, com agua ndo autoclavada.

3.5.1 Inoculagéo por infiltragéo de vagens

Foi preparada uma suspensdo de conidios na concentracdo de 1 x 10°
conidios/mL, com isolados de D. longicolla (SJ86 e SJ158) e de 1 x 10° conidios/mL com
isolados de D. ueckerae (SJ111 e SJ240). As suspensdes de conidios foram preparadas
com agua destilada autoclavada e infiltrada em vagens no estadio fenoldgico R5.2. Com
o auxilio de uma seringa (volume = 1 mL) e agulha estéril, a suspenséao foi depositada
na cavidade interna das vagens até o momento em que todo interior da vagem estivesse
preenchido pelo liquido. Cada isolado foi inoculado no minimo em cem vagens e a
testemunha foi inoculada apenas com agua destilada autoclavada. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo a uma temperatura de 27 °C. Foi realizado o
monitoramento diario e, sete dias apds a inoculacéo, foram avaliados os sintomas em
vagens e graos. Os resultados foram gerados a partir de andlise descritiva e qualitativa
registradas nas avaliacfes.

As vagens e 0s graos dos tratamentos que apresentaram sintomas de podridédo
foram coletados e, no laboratério, foi realizado o isolamento indireto de vagens e graos,
desinfetadas superficialmente o tecido vegetal com a imerséo nos seguintes produtos:
alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sédio a 2% (2 minutos). trés lavagens em agua
destilada autoclavada. Em seguida, cinco fragmentos de vagens e cinco graos inteiros
desinfetados foram colocados sobre papel filtro esterilizado para retirar o excesso de
agua e transferidos para placa de Petri com meio BDA + estreptomicina 50 mg/L. Com
cinco dias apdés a incubacéo a 25 °C foi realizada a repicagem de ponta de hifa de um
fragmento ou grao de cada tratamento (isolado/testemunha) para uma nova placa com

meio de cultura BDA, obtendo um isolado puro. A identificacdo do isolado foi realizada
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em meio BDA, utilizando as caracteristicas culturais e morfolégicas dos corpos de
frutificacdo e conidios, comparando com o isolado inoculado inicialmente nas plantas
sadias. Os isolados foram armazenados em microtubos com solugao de glicerol 50% no
ultrafreezer (- 80 °C).

3.5.2 Inoculagao por atomizacao de esporos

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes. Cada repeticao foi representada por um vaso contendo trés plantas.

Foram avaliadas duas condi¢cGes experimentais de pré-incubacéo:

1. Plantas pré-incubadas sob condi¢cGes de alta saturacdo de umidade (92%) por

trés dias antes da inoculacéo.

2. Plantas ndo pré-incubadas, mantidas sob condigbes normais de umidade

(ambiente).

A inoculacédo foi realizada no estadio fenolégico R5.2 (enchimento de graos),
utilizando uma suspenséo de conidios com concentragdo de 1 x 10°® conidios/mL (D.
longicolla: SJ86 e SJ158) e 1 x 10° conidios/mL (D. ueckerae: SJ111 e SJ240). A
suspensdao foi preparada com agua destilada e adicdo de 0,001% de Tween 20 para
garantir melhor aderéncia dos conidios as plantas. A aplicacao foi feita com o auxilio de
um nebulizador (atomizador). Apos a inoculacdo, as plantas foram incubadas sob alta
saturacdo de umidade (92%) e temperaturas diurnas elevadas (até 32°C) por trés dias.

Ao longo da conducdo do experimento, a umidade foi manipulada para simular
condi¢Bes naturais de variacdo ambiental registrada na regido médio-norte do estado de
Mato Grosso e Rondénia. O ciclo de umidade seguiu a rotina semanal de trés dias sob
alta saturacdo de umidade (92%) e quatro dias em umidade ambiente. O ensaio foi
monitorado semanalmente, e apdés o surgimento de sintomas, foram avaliadas
semanalmente a incidéncia de vagens com sintomas, bem como a presenca de cancro
e seca de hastes e peciolos.

ApoOs quinze dias do surgimento dos primeiros sintomas em hastes e vagens, foram
coletadas amostras sintomaticas dos tratamentos e amostras da testemunha e levadas
ao laboratorio para realizar o isolamento direto e indireto. As hastes com a presenca de
sinais (estruturas fangicas) foram selecionadas para o isolamento direto e hastes sem
sinais foram submetidas ao isolamento indireto. As vagens dos tratamentos que

apresentaram sintomas de podriddo foram abertas para a sele¢ao dos graos apodrecidos
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para o isolamento indireto. Os graos das vagens coletadas da testemunha também foram
separados para o isolamento indireto.

Para o isolamento direto de fungo presente em hastes foi utilizada uma agulha
esterilizada para realizar a transferéncia da estrutura fungica da haste para o meio de
cultura BDA com estreptomicina (50 mg/L). No isolamento indireto de hastes e graos, foi
realizada a desinfestacdo superficial em hipoclorito de sédio a 2%, por 2 minutos. Em
seguida fragmentos de haste e graos inteiros desinfetados foram lavados em &gua
destilada autoclavada, depois colocados sobre papel filtro esterilizado para retirar o
excesso de agua e transferidos cinco fragmentos de haste ou cinco graos inteiros para
cada placa de Petri com meio BDA + estreptomicina 50 mg/L. ApoOs cinco dias de
incubacgédo a 25 °C foi realizada a repicagem de ponta de hifa em uma nova placa com
meio de cultura BDA, para a obtencédo de um isolado puro e a posterior identificacdo do
isolado foi realizada em meio BDA, utilizando as caracteristicas morfolégicas dos corpos
de frutificacdo e conidios. Os isolados foram armazenados em microtubos com solucéo
de glicerol 50% no ultrafreezer (- 80 °C).

No estadio de maturacéo fisiolégica (R8) foram coletadas as plantas de cada
repeticdo separadamente, colocadas em sacos de papel com a identificacdo do material,
data de plantio, identificacdo do isolado pulverizado ou testemunha e a data de coleta.
Os resultados foram apresentados utilizando analise descritiva e qualitativa das

avaliagOes realizadas.

3.6 Infeccgdo latente em haste e vagens

3.6.1 Haste

Em casa de vegetacéo da Universidade Federal de Vicosa foi conduzido o ensaio
com a cultivar Dominio IPRO seguindo o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com oito repeticdes. Cada repeticdo (vaso) continha 3 trés plantas.

As plantas no estadio V2 foram inoculadas com suspenséo de conidios na
concentracédo 1 x 10° conidios/mL (D. longicolla: SJ86 e SJ158) e 1 x 10° conidios/mL
(D. ueckerae: SJ111 e SJ240). A testemunha foi inoculada apenas com agua destilada.
A suspensao foi preparada com agua destilada e adigdo de 0,001% de Tween 20 para
garantir melhor aderéncia dos conidios as plantas. A aplicacao foi feita com o auxilio de
um nebulizador (atomizador). Apos a inoculacéo, as plantas foram incubadas sob alta

saturacdo de umidade (92%) e temperaturas diurnas elevadas (até 32°C) por trés dias.
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Entre quatro e sete dias ap0s a inoculacéo, as plantas foram mantidas sob condicdes de
umidade ambiente e, no oitavo dia, foram coletadas as hastes de cada parcela
separadamente e levadas ao laboratorio para as analises posteriores.

As condi¢bes de umidade e temperatura foram manipuladas, como citado acima,
para simular condicdes naturais de variacdo ambiental registrada na regido médio-norte
do estado de Mato Grosso e Rondonia.

No laboratorio foi realizada a desinfestacdo superficial das hastes com élcool 70%
(2 minuto), hipoclorito de sodio a 2% (2 minutos) e trés lavagens em agua destilada
autoclavada. Em seguida, as hastes desinfestadas foram colocadas sobre papel filtro
esterilizado para retirar 0 excesso de agua e transferidas para os tratamentos com e sem
Reglone.

Foi utilizado o herbicida Reglone (nome comercial), cujo ingrediente ativo é o
diquat, para acelerar o processo de senescéncia dos tecidos vegetais. Esse produto &
utilizado a campo para a dessecacao de plantas de soja. Ao aplicar diquat, ocorre a
inibicdo da fotossintese, levando ao acumulo de radicais livres e estresse oxidativo, o
gue resulta em danos celulares e morte tecidual (MARTINS, 2013). Esse estresse
induzido pode afetar a fisiologia das plantas, tornando-as mais suscetiveis a infeccfes
fungicas. Como observado por Sinclair (1991) em seu trabalho, o uso do herbicida
paraquat nos isolamentos de plantas de soja em laboratério favoreceu o
desenvolvimento de fungos latentes sobre os tecidos.

Tratamento com Reglone: 12 hastes foram imersas em solucéo de Reglone (diquat
2% v/v) por 45 segundos e em seguida transferidas para caixa acrilica contendo trés
laminas de papel filtro umedecidos com agua destilada, com uma tela de polietileno sobre
0 papel filtro para impedir o contato das amostras com o papel. No tratamento sem
Reglone, 12 hastes apés a desinfestacdo superficial foram transferidas diretamente para
a caixa de acrilico contendo as mesmas condi¢cdes do tratamento com Reglone. As
placas acrilicas foram incubadas a 25 °C sob fotoperiodo de 12 horas sob luz super
branca e 12 horas de escuro.

Foi monitorado o surgimento de estruturas fungicas e sintomas, sendo pulverizado
alcool 70% sobre micélio de fungos contaminantes, para eliminar ou retardar o
crescimento. No décimo quarto dia apos a incubacdao foi avaliada a presenca de sintomas
e sinais (estruturas fungicas) desenvolvidas sobre as hastes. Foi utilizada a estatistica

descritiva para apresentar os resultados.
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3.6.2 Vagens

Em casa de vegetacdo da Universidade Federal de Vigosa foi conduzido o ensaio
com a cultivar Dominio IPRO seguindo o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com trés repeticdes. Cada repeticao (vaso) continha 3 trés plantas.

As plantas no estadio V2 foram inoculadas com suspensdo de conidios na
concentracdo 1 x 108 conidios/mL (D. longicolla: SJ86 e SJ158) e 1 x 10° conidios/mL
(D. ueckerae: SJ111 e SJ240). A testemunha foi inoculada apenas com agua destilada.
A suspensao foi preparada com agua destilada e adicao de 0,001% de Tween 20 para
garantir melhor aderéncia dos conidios as plantas. A aplicacao foi feita com o auxilio de
um nebulizador (atomizador). Ap6s a inoculacéo, as plantas foram incubadas sob alta
saturacao de umidade (92%) e temperaturas diurnas elevadas (até 32°C) por trés dias.
Entre quatro e sete dias ap06s a inoculacéo, as plantas foram mantidas sob condicdes de
umidade ambiente e, no oitavo dia, foram coletadas as hastes de cada parcela
separadamente e levadas ao laboratorio para as analises posteriores.

No laboratdrio foi realizada a desinfestacéo superficial das vagens com alcool 70%
(1 minuto), hipoclorito de sédio a 2% (2 minutos) e trés lavagens em agua destilada
autoclavada. Em seguida, as vagens desinfestadas foram colocadas sobre papel filtro
esterilizado para retirar o excesso de agua e transferidas para os tratamentos com e sem
Reglone. Tratamento com Reglone: 10 vagens de cada parcela foram imersas em
solucdo de Reglone (diquat 2% v/v) por 45 segundos e em seguida transferidas para
caixa acrilica contendo trés laminas de papel filtro umedecidos com agua destilada, com
uma tela de polietileno sobre o papel filtro para impedir o contato das amostras com o
papel. No tratamento sem Reglone, 10 hastes apds a desinfestacdo superficial foram
transferidas diretamente para a caixa de acrilico contendo as mesmas condi¢cdes do
tratamento com Reglone. As placas acrilicas foram incubadas a 25 °C sob fotoperiodo
de 12 horas sob luz super branca e 12 horas de escuro.

Foi monitorado o surgimento de estruturas fingicas e sintomas, sendo pulverizado
alcool 70% sobre micélio de fungos contaminantes, para eliminar ou retardar o
crescimento. No décimo quarto dia apos a incubacao foi avaliada a presenca de sintomas
e sinais (estruturas fungicas) desenvolvidas sobre as vagens. Utilizou-se a estatistica

descritiva para anélise e apresentagdo dos resultados.
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4. RESULTADOS
4.1 |solamentos

Durante as safras 2022/23 e 2023/24, foram obtidos e preservados na colecao de
cultura do Laboratério de Genética e Gendmica da Interacdo Planta-Patogeno, da
Universidade Federal de Vigosa (MG), 180 isolados pertencentes ao género Diaporthe.
Na safra 2022/23, foram obtidos 32 isolados de Diaporthe spp. a partir de hastes de soja
com sintomas de quebramento e cancro, oriundos de lavouras do municipio de Sorriso
(MT); 4 isolados de grédos com sintomas de apodrecimento (Sorriso-MT, Lucas do Rio

Verde-MT); e outros 17 isolados cedidos por instituicdes de pesquisa parceiras.

Figura 1. Sintomas observados em plantas de soja com quebramento de haste, lesGes
de haste e estrias nas hastes, safra 2023/24 em Sinop (MT). (a) Lavoura com plantas no
estddio R6 com quebramento de haste. (b) Plantas com quebramento de haste no
estadio R8. (c, d) Haste quebrada com o desenvolvimento de lesGes 20 dias apos o
guebramento. (d) Haste de planta com gquebramento, apresentando lesbes em hastes
durante a senescéncia do tecido. (f) Estrias necréticas em hastes.
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Na safra 2023/24 foram obtidos 127 isolados de Diaporthe spp., 92 isolados de
hastes de soja com sintomas de quebramento e lesfes de haste (Figura 1), e 33 isolados
de gréos com sintomas de apodrecimento durante a fase de enchimento de graos (Figura
2). Foram ainda incluidos 2 isolados de D. ueckerae recuperados de lesdes foliares de
milho (Z8 e Z12) (Tabela 1).

Figura 2. Vagens e grédos com sintomas de apodrecimento entre os estadios R5.1 e
R5.5, na safra 2023/24 em Sorriso (MT). (a, d, e) vagens com sintomas iniciais de
apodrecimento de graos durante a fase de enchimento de gréos. (b, c, f) vagem e graos
com sintomas de apodrecimento em R5.5.
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Todos isolados obtidos foram plaqueados em meio agar-agua + funcho para a
observacédo de caracteristicas morfolégicas e conidiais, sendo 83 isolados selecionados
para a identificacdo a nivel de espécie a partir de sequéncias de nucleotideos de quatro
regides do genoma: o espacgador interno transcrito (ITS) do DNA, as regides génicas do
fator de alongamento 1-alfa (TEF1) e da calmodulina (CAL). A partir de analise
filogenética multilocus, tendo a caracterizacdo fenotipica como suporte, foram
determinadas as espécies dos isolados.

Os isolados obtidos foram identificados como pertencentes as seguintes espécies:
D. longicolla (4 isolados de grédos e 8 de hastes); D. ueckerae (41 isolados de haste, 5
de gréos e 2 de folhas de milho); D. infecunda (3 isolados de haste); e dois isolados
(DH75 e DH76) que possivelmente pertencem a uma nova espécie de Diaporthe. Os
isolados identificados como D. aspalathi, D. caulivora e D. mayteni foram cedidos por
instituicbes de pesquisas parceiras (Tabela 1).

Nos isolamentos de haste com sintomas de quebramento e cancro houve uma
predominancia da espécie D. ueckerae (65,1%), seguido de D. longicolla (12,7%).
Enquanto em grdos com sintomas de apodrecimento a frequéncia das espécies D.
longicolla e D. ueckerae foram similares. Lembrando que o nimero de isolados obtidos
de graos neste estudo foi relativamente baixo, sendo necessaria uma amostragem maior
para estudos mais conclusivos sobre a frequéncia das diferentes espécies em graos.

Neste estudo, a predominancia de isolados de Diaporthe spp. provenientes de
hastes deve-se ao fato de que a maioria das amostras coletadas e processadas no
laboratdrio era composta por esse tipo de tecido vegetal, o que resultou em uma maior

frequéncia de isolados originados das hastes



Tabela 1. Informacfes dos isolados utilizados na caracterizacdo molecular.
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Cédigo Espécie Hospedeiro Localidade Tecido Safra
1 DHO5 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
2 DHO8 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
3 DH22 D. ueckerae Glycine max Sorriso (MT) Haste 2022/23
4 DH23 D. ueckerae Glycine max Sorriso (MT) Haste 2022/23
5 DH30 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
6 DH34 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
7 DH38 D. ueckerae Glycine max Sorriso (MT) Haste 2022/23
8 DH39 D. ueckerae Glycine max Sorriso (MT) Haste 2022/23
9 DH40 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
10 DH74 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
11 DH75 Diaporthe sp.  Glycine max Vicosa (MG) Haste  2022/23
12 DH76 Diaporthe sp.  Glycine max Vigosa (MG) Haste  2022/23
13 DH77 D. infecunda  Glycine max Vicosa (MG) Haste  2022/23
14 DH78 D. pachirae  Glycine max Vicosa (MG) Haste  2022/23
15 DH79 D. longicolla  Glycine max * Haste  2022/23
16 DH80 D. longicolla  Glycine max * Haste  2022/23
17 DH81 D. ueckerae  Glycine max * Haste  2022/23
18 DH121 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
19 DH125 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
20 DH126 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
21 DH131 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
22 DH137 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
23 DH139 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
24 DH144 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
25 DH145 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
26 DH150 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
27 DH159 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
28 DH162 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
29 DH164 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
30 DH169 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
31 DH172 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
32 DH179 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Haste  2022/23
33 DH187 D. ueckerae Glycine max Sorriso (MT) Grao 2022/23
34 DH190 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Grdo  2022/23
35 DH191 D. ueckerae  Glycine max Sorriso (MT) Grao  2022/23
36 DH194 D. longicolla  Glycine max  Lucas do Rio Verde (MT) Grdo  2022/23
37 AS1 D. longicolla  Glycine max * * 2022/23
38 AS2 D. longicolla  Glycine max * * 2022/23
39 AS3 D. longicolla  Glycine max * * 2022/23
40 AS4 D. longicolla  Glycine max * * 2022/23
41 AS5 D. mayteni Glycine max * * 2022/23
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

AS6
AS7
AS8
AS9
AS10
AS11
AS12
AS13
AS15
C1
Cc2
C3
SJ44
SJ47
SJ71
SJ86
SJ108
SJ110
SJ111
SJ113
SJ115
SJ137
SJ158
SJ175
SJ179
SJ208
SJ212
SJ222
SJ224
SJ225
SJ232
SJ237
SJ239
SJ240
SJ243
SJ244
SJ252
SJ257
SJ258
DPT2
Z8
712

D

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D.
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

. ueckerae
. ueckerae

. ueckerae

. infecunda

. ueckerae
. longicolla
. ueckerae
. ueckerae
. aspalathi
. aspalathi
. caulivora
. caulivora
. longicolla
. ueckerae
. longicolla
. longicolla
. ueckerae
. longicolla
. ueckerae
. ueckerae
ueckerae
. aspalathi
. longicolla
. ueckerae
. ueckerae
. ueckerae
. longicolla
. ueckerae
. longicolla
. ueckerae
. ueckerae
. ueckerae
. ueckerae
. ueckerae
. ueckerae
. longicolla
. longicolla
. ueckerae
. ueckerae

. infecunda

. ueckerae

. ueckerae

Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Zea mays

Zea mays

*

*

Sinop (MT)
Sinop (MT)
Sinop (MT)
Coxilha (RS)
Soledade (RS)
Soledade (RS)
Soledade (RS)
Soledade (RS)
Soledade (RS)
*
Londrina (PR)
Londrina (PR)
Londrina (PR)
Sorriso (MT)
Soledade (RS)
Campo Mourao (PR)
Campo Mourao (PR)
Sta. Izabel do Oeste (PR)
Sorriso (MT)
Rondondpolis (MT)
Planaltina (DF)
Planaltina (DF)
Juti (MS)
Juti (MS)

S&o Nicolau (RS)
Miranorte (TO)
Miranorte (TO)

Vigosa (MG)
Sorriso (MT)
Sorriso (MT)

*
*
Gréo
Gréo
Gréo
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Gréo
Gréo
Haste
Gréo
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Haste
Folha
Folha

2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2022/23
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2023/24
2022/23
2023/24
2023/24

(*) — esse simbolo foi colocado em isolados cedidos por instituicdes de pesquisas, sem algumas
informacdes.
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4.2 Caracterizacdo morfologica

A maioria dos isolados de Diaporthe spp. ndo produziu picnidios/peritécio em meio
BDA e Agar-Agua. Para alguns isolados, observou-se a producdo de picnidios em meio
BDA, apds 18 dias de incubacéo a 25 °C sob escuro continuo. Entretanto, a quantidade
de picnidios por placa de Petri tamanho médio (90 mm x 90 mm x 15 mm) foi inferior a
dez.

Os isolados das espécies D. longicolla e D. ueckerae apresentaram um crescimento
micelial rapido, ocupando uma placa de Petri de tamanho médio em um intervalo de 4 a
7 dias. As colbnias de isolados de D. longicolla e D. ueckerae apresentaram coloracdo e
aspecto semelhantes nos primeiros dias apds a repicagem, com o crescimento de micélio
aéreo branco, flocoso e denso. Apés alguns dias, ocorreu um escurecimento da colénia,
com variacdo na coloracdo do micélio, com algumas partes da coldnia adquirindo
pigmentacdo marrom-claro, marrom-acinzentado, amarelo ou bege (Figura 3).

Osisolados de D. longicolla apresentaram crescimento abundante de estroma preto
em meio BDA, ocupando quase toda a placa apos 25 dias de incubacgéo. Observou-se
para os isolados dessa espécie picnidios em hastes de funcho em meio agar-agua.
Esses picnidios eram globosos, embutidos no tecido, distribuidos isoladamente ou em
grupos, erumpentes na maturidade. Varios picnidios apresentaram pescoco preto
ramificado e alongado produzidos sobre o substrato, geralmente com um cirro conidial
amarelado saindo do ostiolo como gotas translicidas amareladas. Os conidiéforos
produzidos nos picnidios eram hialinos, lisos, ndo ramificados, cilindricos a subcilindricos
e retos. Observou-se células conidiogénicas fialidicas, cilindricas, terminais, afinando
ligeiramente em direcdo ao apice. Parafises ausentes. Alfa conidios abundantes em
hastes de funcho sob fotoperiodo de 12 horas de luz negra (315 nm) a 25 °C, asseptados,
hialinos, lisos, elipsoidais, frequentemente bigutulados, base subtruncada, tamanho
meédio (comprimento x largura) variando entre 5,8 ym x 2,0 um (isolado SJ222) a 6 ym x
2,9 ym (isolado SJ158). Auséncia de beta conidios (Figura 4).

Os isolados de D. ueckerae produziram pequenos estroma arredondados preto em
meio BDA, em proporgdo muito menor comparada a espécie D. longicolla. Os
picnidios produzidos em hastes de funcho em meio agar-agua eram globosos,
ostiolados, ocorrendo como aglomerados, embutidos em tecido, erumpentes na
maturidade, com um pescoco preto alongado; poucos apresentaram cirro conidial

amarelado saindo do ostiolo. Observou-se a producao abundante de estruturas imaturas,



35

globosas, aglomeradas, embutidas em tecido, com coloracdo marrom-escuro e preto. Os
conidiéforos eram hialinos, lisos, n&o ramificados, ampuliformes, longos e
delgados. Células conidiogénicas fialidicas, cilindricas, terminais, afinando ligeiramente
em direcdo ao apice. Paréfises ausentes. Todos os isolados produziram apenas alfa

conidios, com excecao do isolado SJ258 que produziu apenas beta conidios.

Figura 3. Caracteristicas morfologicas de Diaporthe em meio BDA com 25 dias de idade.
(a, b) D. ueckerae, isolado SJ257. (c, d) D. ueckerae, isolado SJ111. (e, f) D. longicolla,
isolado SJ86. (g, h) D. aspalathi, isolado SJ137. (i, j) D. caulivora, isolado C2. (k, I) D.
mayteni, isolado AS5. (m, n) D. infecunda, isolado (DPT2). (o, p) Isolado DH75 (possivel
nova espécie).



36

Constatou-se alfa conidios abundantes em hastes de funcho sob fotoperiodo de 12
horas de luz negra (315 nm) a 25 °C. Esses conidios eram asseptados, hialinos, lisos,
elipsoidais, frequentemente bigutulados, base subtruncada, tamanho médio
(comprimento x largura) variando entre 5,7 ym x 1,6 ym (isolado SJ175) e 6,3 um x 2,3
pMm (isolado SJ111). Conidios beta (apenas no isolado SJ258) abundantes em hastes de
funcho sob fotoperiodo de 12 horas de luz negra (315 nm) a 25 °C, asseptados, hialinos,
lisos, fusiformes ou em forma de gancho, base subtruncada, tamanho médio
(comprimento x largura) de 20,6 um x 0,9 um (Figura 4).

Os isolados de D. infecunda apresentaram crescimento micelial lento, ocupando a
placa (90 mm x 90 mm x 15 mm) apoés 15 dias de incubacéo no escuro a 25 °C. Depois
de alguns dias a colénia com micélio branco e denso, adquiriu uma pigmentacédo
acinzentada com o verso da colbnia de cor marrom-claro a marrom-escuro. Houve a
producdo de estromas preto arredondados. Os picnidios produzidos em hastes de
funcho em meio agar-agua eram globosos, com superficie rugosa e agregada, ocorrendo
como aglomerados, embutidos em tecido, sem pescoco. Os conidiéforos eram hialinos,
lisos, nao ramificados, ampuliformes, longos e delgado; as células
conidiogénicas fialidicas, cilindricas, terminais, afinando ligeiramente em direcdo ao
apice. Parafises ausentes. Dois isolados produziram apenas alfa conidios (DH77 e
DH78) e o isolado DPT2 produziu apenas beta conidios. Conidios alfa foram abundantes
em hastes de funcho sob fotoperiodo de 12 horas de luz negra (315 nm) a 25 °C,
asseptados, hialinos, lisos, elipsoidais, frequentemente bigutulados, base subtruncada,
tamanho médio (comprimento x largura) de 6,1 ym x 1,8 um (isolado DH78). Conidios
beta (isolado DPT2) ocorreram com abundéancia em hastes de funcho sob fotoperiodo
de 12 horas de luz negra (315 nm) a 25 °C, sendo asseptados, hialinos, lisos, fusiformes
ou em forma de gancho, com base subtruncada e tamanho médio (comprimento X
largura) de 26,8 um x 1,1 um (Figura 4).

Os isolados DH75 e DH76 (possivel nova espécie de Diaporthe) apresentaram
crescimento micelial lento, ocupando a placa (90 mm x 90 mm x 15 mm) apoés 12 dias
de incubacéo no escuro a 25 °C. Depois de alguns dias a colénia com micélio denso e
branco, adquiriu coloracéo bege, com producéo de estroma preto-esverdeado no centro
da col6énia. Picnidios foram produzidos em hastes de funcho em meio agar-agua, sendo

globosos, distribuidos isoladamente, embutidos em tecido, com pescogo preto.
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Figura 4. Caracterizacao de estruturas reprodutivas de Diaporthe produzidas em hastes
de funcho em meio agua-agar (a, b, c) D. ueckerae, isolado SJ111. (a) Picnidios. (b, c)
Células conidiogénicas e alfa conidios. (d, e, f) D. longicolla, isolado SJ86. (d) Picnidios.
(e) Ceélulas conidiogénicas. (f) Alfa conidios. (g, h, i) D. infecunda, isolado DPT2. (g)
Picnidios. (h) Células conidiogénicas e beta conidios. (i) Beta conidios. (j, k, I) DH77,
possivel nova espécie de Diaporthe. (j) Picnidios. (k) Células conidiogénicas e alfa
conidios. (l) Alfa conidios.
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Nos isolados DH75 e DH76 (possivel nova espécie de Diaporthe) observou-se
conidiéforos hialinos, lisos, ndo ramificados, ampuliformes, longos e delgados, e células
conidiogénicas fialidicas, cilindricas, terminais, afinando ligeiramente em direcdo ao
apice e parafises ausentes.

Foram formados conidios alfa em hastes de funcho sob fotoperiodo de 12 horas de
luz negra (315 nm) a 25 °C, sendo esses asseptados, hialinos, lisos, elipsoidais,
frequentemente bigutulados, base subtruncada, tamanho médio (comprimento x largura)
de 6,7 um x 2,2 ym (isolado DH75). Houve auséncia de beta conidios (Figura 4).

De um modo geral, em meio BDA, houve uma grande variacdo nas caracteristicas
morfoldgicas dos isolados, inclusive da mesma espécie. Em meio agar-agua + funcho foi
possivel observar melhor as diferencas entre as espécies de Diaporthe, com base nas
caracteristicas dos conidiomas (Figura 4). Nao foi possivel descrever as caracteristicas
morfolégicas dos isolados das espécies D. aspalathi, D. caulivora, D. pachirae e D.
mayteni, pelo fato dos isolados dessas espécies ndo terem produzido conidiomas nos
meios testados.

Com excecéao dos isolados SJ258 (D. ueckerae) e DPT2 (D. infecunda), todos os
demais isolados produziram apenas alfa conidios em meio agar-agua + hastes funcho.

Os isolados SJ258 e DPT2 produziram somente beta conidios em hastes de funcho.

4.3 Andlise fiologenética

A andlise filogenética revelou dois grandes clados, conforme descrito a seguir:
Clado 2: Inclui D. ueckerae (DHO5, DH08, DH22, DH23, DH30, DH34, DH38, DH39,
DH40, DH74, DH81, DH121, DH125, DH126, DH131, DH137, DH139, DH144, DH145,
DH150, DH159, DH162, DH164, DH169, DH172, DH179, DH187, DH190, DH191, AS6,
AS7, AS8, AS10, AS12, AS13, SJ47,SJ108, SJ111, SJ113, SJ115, SJ175, SJ179,
SJ208, SJ222, SJ225, SJ232, SJ237, SJ239, SJ240, SJ243, SJ257, SJ258, Z8 e Z12);
D. longicolla (DH79, DH80, DH194, AS1, AS2, AS3, AS4, AS11, SJ44, SJ71, SJ86,
SJ110, SJ158, SJ212, SJ224, SJ244 e SJ252); D. infecunda (DH77, AS9 e DPT2); D.
pachirae (DH78) e D. mayteni (AS5). Clado 1: D. aspalathi (SJ137, AS15 e C1); D.
caulivora (C2 e C3) e os isolados DH75 e DH76 foram agrupados em um clado com
nenhuma espécie conhecida, com 91% de suporte bootstrap para Maxima

Verossimilhanca (ML), indicando tratar-se de isolados de uma nova espécie (Figura 5).
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Figura 5. Arvore filogenética multilocus baseada em Maxima Verossimilhanca utilizando
o alinhamento de sequéncias combinadas (ITS + TEF1 e CAL) dos isolados de espécies
de Diaporthe. N6és bem suportados apresentam os valores de bootstrap (>80%) para
Méaxima Verossimilhanca (ML). A arvore foi enraizada com Diaporthella corylina CBS
121124. As espécies deste estudo estao destacadas em vermelho.
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Todos os isolados deste estudo se agruparam em clado com valor superior a 90%

de bootstrap por andlise de ML. O clado de D. ueckerae obteve alto suporte nas analises

de ML com 97% de bootstrap. O clado de sequéncias de D. longicolla obteve alto suporte

nas analises de ML com 99% de bootstrap.
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2k | 96— CBS 23052 D, citri
LGMF46 D. citr
CBS 435.87 D. melonis

CBS 122.21 D. batatas

99 FAUG35 D. sojae
84— DP0623 D. sojae
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DH78
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9 JZB320123 D. hubeiensis
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CBS 296.67 D). sclerotioides
98, CFCC 51986 D. sambucusi
CBS 180.91 D. ganjae
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98, PSCG 051" D. fulvicolor
PSCG 057 D. fulvicolor
SAUCC194.33 D. chrysalidocanpi
SAUCC1984.35" D. chrysalidocarpi
PSCG 047 D. acuta
PSCG 048 D. acuta
CBS 462.69" D. pseudophoenicicola
98 JZBH ggﬂﬂ?? D. viniferae
JZBH 320094" D. guangxiensis
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SAUCC184 21 D.osmanthi
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LCB200 D. podacarpi-macrophyili
9 SAUCC194.87 D. hangkongensis
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g
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CBS 133183* D. brasiliensis
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A arvore também foi disponibilizada em arquivo PDF no google drive, link
(https://drive.google.com/file/d/1bMdTRvSDV4dRIY 2-

W81N2RRjwDE5AgmB/view?usp=drive_link), para uma melhor visualizac¢éo.

4.4 Crescimento micelial x temperatura

Houve efeito significativo da temperatura no crescimento micelial de isolados de

Diaporthe spp. (p-valor < 0,001) (Figura 6).


https://drive.google.com/file/d/1bMdTRvSDV4dRlY2-W81N2RRjwDE5AqmB/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/1bMdTRvSDV4dRlY2-W81N2RRjwDE5AqmB/view?usp=drive_link
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Figura 6. Crescimento micelial de diferentes espécies de Diaporthe em funcdo da

temperatura. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si,

teste de tukey (p < 0,05).

De um modo geral, isolados de todas as espécies avaliadas neste ensaio

apresentaram o crescimento praticamente inibido ou inibido na temperatura de 36 °C

(Figura 6).
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Os isolados de D. ueckerae (DH23, SJ111 e SJ240) apresentaram comportamento
semelhante, com a maior taxa de crescimento micelial nas temperaturas de 24 °C e 28
°C. A segunda melhor temperatura de crescimento micelial foi de 20 °C, seguido das
temperaturas de 32 °C e 36 °C, que tiveram reducado significativa do crescimento e
diferiram estatisticamente entre si. O isolado de D. ueckerae (SJ258) teve um
comportamento diferente em relacdo aos outros isolados de D. ueckerae, com uma maior
taxa de crescimento micelial na temperatura de 28 °C, diferindo significativamente da
segunda melhor temperatura (24 °C) que teve uma reducao do crescimento micelial de
aproximadamente 40%. Seguindo em ordem decrescente, o crescimento micelial nas
temperaturas de 32 °C, 20 °C e 36 °C, diferiu estatisticamente entre si e das demais
temperaturas. O isolado SJ208 também teve o maior crescimento micelial na
temperatura de 28 °C, que diferiu significativamente do crescimento nas demais
temperaturas. As médias de crescimento nas temperaturas testadas, da maior para
menor, foram as temperaturas: 28°C, 24 °C, 20 °C, 32 °C e 36 °C, diferindo
estatisticamente entre si.

Os isolados de D. longicolla (SJ86 e SJ158) apresentaram comportamento distinto
no crescimento micelial. O isolado SJ158 teve a maior média de crescimento micelial na
temperatura de 28 °C, seguindo em ordem decrescente de médias, as temperaturas de
24 °C, 20 °C, 32 °C e 36 °C, que diferiram estatisticamente entre si. Enquanto o isolado
SJ86 (D. longicolla) teve o crescimento micelial reduzido com o aumento da temperatura,
com ordem decrescente de média de crescimento micelial, estdo as temperaturas de 20
°C, 24 °C, 28 °C, 32 °C e 36 °C, diferindo significativamente entre si.

Os isolados de D. aspalathi (obtidos de colecéo de cultura de empresas parceiras)
tiveram crescimento micelial semelhante. O isolado Cl1l teve a maior média de
crescimento micelial nas temperaturas de 28 °C e 24 °C, nao diferindo entre si e apenas
em relacdo as demais temperaturas. Com menores médias de crescimento micelial em
ordem decrescente, nas temperaturas de 20 °C, 32 °C e 36 °C, diferindo estatisticamente
entre si. O isolado AS15 apresentou maior desenvolvimento micelial na temperatura de
28 °C e em ordem decrescente de médias de crescimento micelial, estdo as
temperaturas de 24 °C, 20 °C, 32 °C e 36 °C, diferindo significativamente entre si.

Os isolados de D. caulivora (obtidos de colegéo de cultura de empresas parceiras)
C2 e C3, apresentaram comportamento diferente de crescimento micelial em funcéo da
temperatura. O isolado C2 teve maiores médias de crescimento micelial nas

temperaturas de 28 °C e 24 °C, que néo diferiram estatisticamente entre si. A ordem
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decrescente de médias de crescimento micelial foram nas temperaturas de 20 °C, 32 °C
e 36 °C, com diferencas significativas entre si. O isolado C3 teve um crescimento muito
lento em relag&o a todos os isolados. As maiores médias de crescimento micelial foram
observadas em temperaturas mais baixas, sendo a maior na temperatura de 20 °C, que
diferiu significativamente das demais. Em ordem decrescente de médias de crescimento
micelial, estdo as temperaturas de 24 °C e 28 °C, que néo diferiram significativamente
entre si apenas em relacao as demais temperaturas, seguida das temperaturas de 32 °C
e 36 °C que nao diferiram entre si e apresentando inibicdo de crescimento micelial.

Os isolados DH75 (Diaporthe sp.) e DPT2 (D. infecunda) se comportaram de
maneira similar. Com maior crescimento micelial nas temperaturas de 24 °C e 28 °C, que
ndo diferiram significativamente entre si, apenas em relacdo as demais temperaturas.
Em ordem decrescente de médias de crescimento micelial, estdo as temperaturas de 20
°C, 32 °C e 36 °C, que diferiram estatisticamente entre si.

De um modo geral, com excecdo dos isolados C3 (D. caulivora) e SJ86 (D.
longicolla), todos os demais isolados tiveram as maiores médias de crescimento micelial

na temperatura de 28 °C.

4.5 Avaliacado da patogenicidade

4.5.1 Inoculagé&o por infiltragcdo de vagens

Em plantas inoculadas com agua (testemunha) ndo houve o desenvolvimento de
sintomas de apodrecimento de gréaos e vagens verdes. Todos os isolados de D. ueckerae
(SJ111,SJ179, SJ223 e SJ240) e D. longicolla (SJ86, SJ108, SJ110 e SJ158) inoculados
pelo método de infiltracdo causaram podriddo de vagens e grdos verdes entre 0s
estadios R5.2 e R5.5. Os primeiros sintomas foram observados a partir do terceiro dia
apos a inoculacédo. Inicialmente, as vagens apresentaram aspecto de encharcamento,
gue evoluiu para uma clorose préxima a regido do hilo. Entre cinco e sete dias a maioria
das vagens apresentaram uma colora¢cdo marrom-claro opaca e aos quatorze dias apés
a inoculacdo as vagens possuiam escurecimento intenso de cor marrom-escuro (Figura
7).

Na parte interna da vagem observou-se necrose da placenta da vagem e do
tegumento dos gréos. A maioria dos graos apresentaram uma necrose na regiao mais
externa ao grado, muitas das vezes limitadas apenas ao tegumento. Em gréos com

sintomas mais superficiais dificilmente encontrava-se crescimento micelial. Nos gréos
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com sintomas de podriddo mais interno observou-se crescimento micelial abundante

sobre o gréo.

Figura 7. Avaliacdo da patogenicidade de isolados de Diaporthe spp. em vagens no
estadio R5.2 pelo método de infiltragdo em vagens com suspenséao de conidios. (a, b, c,
d) D. ueckerae, isolado SJ240. (a) Planta inoculada com sintomas de apodrecimento de
vagens apoés 15 dias da inoculacdo. (b) Sintomas externos em vagens inoculadas. (c)
Sintomas de podriddo de graos das vagens inoculadas, (d) reisolamento de D. ueckerae
a partir de vagens sintomaticas. (e, f, g, h) D. longicolla, isolado SJ158. (e) Planta
inoculada com sintomas de apodrecimento de vagens apos 15 dias da inoculacao. (f)
Sintomas externos em vagens inoculadas. (g) Sintomas de podriddo de graos das
vagens inoculadas. (h) reisolamento de D. longicolla de vagens com sintomas. (i, j, k, 1)
Testemunha inoculada com agua. (i) Planta sem sintomas ap6s 15 dias da inoculagao.
() Vagens sem sintomas externos. (k) Graos sadios. (I) Graos sadios sem crescimento
fungico em meio BDA.

Em gréaos colhidos no final do ciclo (R8) de tratamentos com inoculacdo de D.
longicolla e D. ueckerae, observou-se o crescimento micelial de Diaporthe spp. sobre o
grao; esses graos apresentavam coloracao acinzentada a marrom-escuro ou marrom-
avermelhado, muitos enrugados e/ou malformados (choco).

Confirmou-se a partir do isolamento indireto de vagens e gréos sintomaticos que o
apodrecimento de vagens e grdos entre os estadios R5.2 e R5.5 se tratava dos

respectivos fungos inicialmente inoculados, D. longicolla e D. ueckerae, que
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apresentaram as mesmas caracteristicas morfolégicas em meio BDA e agar-agua +

funcho, que os isolados inicialmente inoculados (Figura 7).

4.5.2 Inoculacéo por atomizacao de suspenséo de conidios

As plantas inoculadas com agua (testemunha) ndo apresentaram sintomas de
podriddes de vagens e gréos, e cancro da haste. Plantas inoculadas com D. longicolla
(SJ86 e SJ158) apresentaram sintomas de necrose e abortamento de peciolos na
condicao de pré-incubacao (umidade 92%), a partir de cinco dias apés a inoculacao. Foi
observado na condicdo de pré-incubacdo em plantas inoculadas com D. longicolla uma
alta incidéncia de vagens abortadas na fase de canivete (R3). Plantas de uma parcela
inoculada com SJ86 e SJ158 (D. longicolla) foram descartadas apés dez dias de
inoculadas, devido ao crescimento abundante de miceélio do isolado inoculado sobre as
hastes e elevada producédo de picnidios, resultando na necrose e seca ascendente das
hastes. Como consequéncia da seca das hastes, ocorreu a seca de peciolos e
interrupcdo do enchimento de grdos com a seca de vagens. As parcelas foram
descartadas para evitar a contaminacao de parcelas vizinhas.

Nas plantas ndo pré-incubadas, o abortamento de vagens no estadio de canivete
(R3) foi menor. Com vinte e cinco dias ap0ds a inoculacdo com isolados de D. longicolla
(SJ86 e SJ158) observou-se o0s primeiros sintomas em vagens nos estadios R6,
caracterizado por uma clorose que iniciou na regiao do hilo com uma colora¢cdo marrom-
claro ou marrom-claro alaranjada. Apos alguns dias os sintomas evoluiram sobre todo o
tecido da vagem ou quase todo, apresentando uma coloragdo marrom-escura ou
marrom-claro com aspecto opaco. Algumas vagens apresentaram sintomas com lesdes
necroticas em forma de estrias Todas as plantas apresentam incidéncia de vagens com
sintomas de apodrecimento superior 80% no estadio R6 (Figura 8).

Em plantas inoculadas com D. ueckerae (SJ111 e SJ240) foram observados
sintomas de apodrecimento de graos apenas em R6, em uma incidéncia menor que 5%
para o isolado SJ111 nas condi¢cdes: com pré-incubagdo e sem pré-incubacdo. As
plantas pulverizadas com suspensdo de conidios do isolado SJ240 apresentaram
incidéncia de vagens com sintomas de apodrecimento em R6 menor que 5% (sem pré-

incubacédo) e de 14% (com pré-incubacao) (Figura 8).
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suspensao de conidios. (a, b, ¢) D. ueckerae, isolado SJ240. (a) Planta inoculada com
sintomas de apodrecimento de vagens no estadio de maturacdo. (b) Sintomas externos
em vagens inoculadas. (c) Aparéncia de grdos em R8. (d, e, f) D. longicolla, isolado
SJ158. (d) Planta inoculada com sintomas de apodrecimento de vagens no estadio de
maturacgdo. (e) Sintomas externos em vagens inoculadas. (f) Aparéncia de graos em R8.
(g, h, i) Plantas inoculada com agua (testemunha) sem sintomas. (g) Planta sem
sintomas. (h) Vagens sem sintomas externos. (i) Aparéncia de grédos em R8. (j) Haste e
(k) Peciolo com sintoma de cancro em planta inoculada com D. ueckerae, isolado SJ240.
(I) Haste com producéao de picnidios durante a senescéncia de planta inoculada com D.
longicolla, isolado SJ158. (m) Planta de parcela descartada devido a producédo
abundante de picnidios em toda a planta, com seca prematura de hastes, peciolos e
vagens apos 10 dias da inoculagéo. (n) Folha com produgéo de picnidios e cirros.
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Os sintomas observados em vagens de plantas inoculadas com D. ueckerae foram
semelhantes aos observados em plantas inoculadas com D. longicolla, com o
desenvolvimento mais lento dos sintomas em vagens comparada a plantas inoculadas
com D. longicolla. Ambas as espécies tiveram producdo abundante de picnidios sobre
lesdes necroticas de folhas de plantas inoculadas com o fungo (Figura 8).

No estadio R8 (maturacao) as plantas inoculadas com D. longicolla apresentaram
producdo abundante de picnidios sobre todos os tecidos senescentes da planta.
Enquanto plantas inoculadas com D. ueckerae tiveram producdo de picnidios
praticamente ausente em vagens e alta producédo de picnidios em hastes.

Os graos colhidos de vagens na fase de maturacdo (R8) dos tratamentos com
inoculagéo de D. longicolla e D. ueckerae apresentaram caracteristicas semelhantes aos
graos inoculados pelo método de infiltragcdo. Os grdos com crescimento micelial sobre o
grao apresentaram coloracdo acinzentada a marrom-escuro ou marrom-avermelhado,
muitos enrugados e/ou malformados (choco). Mais de 80% dos gréos colhidos de plantas
inoculadas com D. longicolla estavam com sintomas de podriddo. Enquanto a incidéncia
de gréos apodrecidos nos tratamentos com inoculagéo D. ueckerae foi entre 15 e 40%.
Nas plantas inoculadas apenas com agua (testemunha) ndo houve incidéncia de graos
com apodrecimento.

Foram observadas lesGes em hastes e peciolos apenas em uma planta de nove
inoculada com D. ueckerae (SJ240). As lesbes eram alongadas de coloracéo preta a
marrom-avermelhada. Em plantas inoculadas com D. longicolla foi observada a seca de
hastes e peciolos na fase de maturacdo (R7), com producdo abundante de picnidios
sobre o tecido morto. Foi descartada no décimo dia apds a inoculacédo a parcela com
plantas inoculadas com D. longicolla (SJ86 e SJ158) previamente incubadas sob
condicdes de alta umidade (92% umidade) e temperatura diurna de até 32 °C, devido a
seca e morte prematura das plantas com producdo abundante de picnidios por toda a
planta.

O agente causal da podriddo de vagens e gréaos, cancro e seca da haste neste
ensaio foi confirmada a partir do isolamento indireto de vagens, grdos e hastes
sintomaticas. Os fungos recuperados apresentaram as mesmas caracteristicas
morfolégicas em meio BDA e agar-agua + funcho, que os isolados de D. longicolla e D.

ueckerae, inicialmente inoculados.
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4.6 Infeccao latente

O tratamento com Reglone (2% v/v) afetou o desenvolvimento de infeccdes latentes
em vagens e hastes incubadas em camara umida (Figura 9 e 8).

Na avaliacao de quatorze dias apés a inoculacdo, ndo foram observadas diferencas
no desenvolvimento de sintomas ou producao de picnidios sobre vagens inoculadas com
D. longicolla e D. ueckerae, em funcdo das condices de pré-incubacéo e auséncia de
pré-incubacao (Figura 9).

Apenas 18% das vagens inoculadas com D. longicolla (SJ86) no tratamento com
Reglone apresentaram a presenca de sintomas de podriddo de vagens e gréos, com a
producao de picnidios sobre as vagens. As vagens de plantas inoculadas com o0s outros
isolados: SJ158 (D. longicolla), SJ111 e SJ240 (D. ueckerae), e tratadas com Reglone
nao apresentaram sintomas de podriddo de vagens e graos, e producdo de corpos de
frutificacdo de Diaporthe spp.

Vagens de plantas inoculadas com D. longicolla (SJ86 e SJ158) e D. ueckerae
(SJ111 e SJ240), sem tratamento com Reglone, desenvolveram sintomas de podridédo
de vagens e graos, com producao de picnidios sobre as vagens, nas duas condicdes
estudadas: com pré-incubacéo e sem pré-incubacdo. A porcentagem média de vagens
sintométicas inoculadas com D. ueckerae (SJ111 e SJ240) sem tratamento com Reglone
foi entre 30% e 40% nas condi¢cdes com pré-incubacéo e sem pré-incubagdo. Enquanto
60% a 78% das vagens inoculadas com D. longicolla sem tratamento com Reglone,
apresentaram sintomas de podriddo de vagens e grdos nas condigcbes: com pré-
incubacdo e sem pré-incubacao.

Em vagens de plantas inoculadas apenas com agua (testemunha), foi detectado o
desenvolvimento micelial de Diaporthe spp. e Fusarium spp., com aproximadamente
30% das vagens apresentando graos apodrecidos, tanto na condi¢cdo com pré-incubacao
guanto sem pré-incubacao.

O sintoma de podrid&ao do gréo foi similar ao observado na inoculagao por infiltracdo
e atomizada. A podriddo era mais externa ao grao, causando necrose no tegumento e
na placenta da vagem (Figura 9).

No ensaio de infecgdo latente em hastes foi observado efeito do Reglone (2% v/v)

sobre o desenvolvimento do fungo, assim como em vagens.
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Figura 9. Infeccdo latente em vagens inoculadas com suspensdo de conidios de
Diaporthe spp. durante o estadio R5.2. (al, a2, b1, b2 e c) D. ueckerae, isolado SJ240.
(al) Vagens de plantas pré-incubadas e tratadas com Reglone (2% v/v). (a2) Vagens de
plantas pré-incubadas sem tratamento Reglone. (bl) Vagens de plantas ndo pré-
incubadas e tratadas com Reglone. (b2) Vagens de plantas ndo pré-incubadas e sem
tratamento Reglone. (c) Aparéncia interna de vagens sem tratamento com Reglone. (d1,
d2, el, e2 e f) D. longicolla, isolado SJ158. (d1) Vagens de plantas pré-incubadas e
tratadas com Reglone (2% v/v). (d2) Vagens de plantas pré-incubadas sem tratamento
Reglone. (el) Vagens de plantas ndo pré-incubadas e tratadas com Reglone. (e2)
Vagens de plantas nédo pré-incubadas e sem tratamento Reglone. (f) Aparéncia interna
de vagens sem tratamento com Reglone. (g1, g2, hl, h2 e i) Testemunha. (g1) Vagens
de plantas pré-incubadas e tratadas com Reglone (2% v/v). (g2) Vagens de plantas pré-
incubadas sem tratamento Reglone. (hl) Vagens de plantas ndo pré-incubadas e
tratadas com Reglone. (h2) Vagens de plantas nao pré-incubadas e sem tratamento com
Reglone. (i) Aparéncia interna de vagens sem tratamento Reglone.
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A maioria das hastes ndo tratadas com Reglone apresentou crescimento micelial
de Diaporthe spp. sobre as hastes, enquanto, nas hastes tratadas com Reglone, a
maioria ndo apresentou crescimento micelial (Figura 10).

Em hastes inoculadas com D. longicolla (SJ86 e SJ158) e D. ueckerae (SJ111 e
SJ240) nédo tratadas com Reglone, apenas no tratamento com a inoculacéo do isolado
SJ158 (D. longicolla) observou-se a producédo abundante de picnidios sobre as hastes.
Os demais isolados desenvolveram somente micélio sobre as hastes, inclusive de hastes
de plantas das parcelas-testemunha.

/ 4§ N\, 3
< ) /
z ,‘ b’ A28 Y X 1 X
X XX i > « ( \ ) ]
) (XX 000 F ¥ N s . & A
« C X 1 i 4 X g .
¢ @ \ / A X y
X % 4 3 ]
\ / b HEC ’
! -. X | N ¥ :
" 3 ; { X y
‘ ¢ . 8 o X 1
. ¥ T (] {
F L3 o ; >
h \ 3! % "
), J o r B 3 \ N
§ X i : 3 y 5 o o0 }
A - . = : £ ¥ ¢ : |
T S d > K X ) A
: % %' : % X > p
q > D b W &) \
) ) § v C & N
& e 3 | A
9, A o1 %) 2y
| 9.9 ( 5
g X (¢ S <
: (X X O 0 X X :
v " 3 ' ‘: > { ¥
2 3 p & ¢ . \ \ 8
A > 4 \
O ] \ @ @ 8 3 L
% g %9 OO i )
a 9.9.9.9.9.0.9. .&’\‘ A AN § A ) & 2 XX X

Figura 10. Infeccdo latente em hastes inoculadas com suspensdo de conidios de
Diaporthe spp. durante o estadio V2. (al e a2) D. ueckerae, isolado SJ240. (al) Hastes
tratadas com Reglone (2% v/v). (a2) Hastes sem tratamento Reglone. (b1 e b2) D.
longicolla, isolado SJ158. (b1) Hastes tratadas com Reglone (2% v/v). (b2) Hastes sem
tratamento Reglone. (c1 e c2) Testemunha. (c1) Hastes tratadas com Reglone (2% v/v).
(c2) Hastes sem tratamento Reglone.

5. DISCUSSAO

Diaporthe ueckerae foi a espécie predominante nos isolamentos efetuados a partir
de hastes de soja, com 65% dos isolados identificados pertencentes a essa espécie e
12% a D. longicolla. A prevaléncia dessa espécie em hastes é corroborada pelos
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resultados de Silva (2021), que relatou, pela primeira vez, a associacao da espécie D.
ueckerae com podriddo de graos e lesbes de haste de soja na regido médio-norte do
estado de Mato Grosso. Por meio da inoculagdo de isolados de D. ueckerae em plantas
de diferentes cultivares de soja utilizando o método palito-de-dente, Silva (2021) também
demonstrou a capacidade dessa espécie causar necrose na haste e, posteriormente, a
seca e morte da haste e de toda a planta. LOPES et al. (2024) também constataram D.
ueckerae causando podridao de graos de soja no Brasil e les6es em haste. Os sintomas
causados por D. ueckerae em gréos sdo semelhantes aos de D. longicolla descritos por
Lehman (1923). Até o momento, ndo foi publicado qualquer estudo mostrando a
frequéncia das espécies D. ueckerae e D. longicolla associadas a haste de soja com
sintomas de quebramento, cancro ou assintoméaticas.

Os isolados das espécies D. infecunda e D. pachirae em soja causaram seca de
haste e vagens proximo ao final de ciclo da cultura (R6) o que acelerou a senescéncia
das plantas inoculadas, em condi¢cdes de casa de vegetacdo da Universidade Federal
de Vicosa, Vicosa-MG. A intensa producéo de picnidios de D. infecunda e D. pachirae
sobre as plantas foi observada ap6s um periodo de estresse térmico (48 horas), com
temperatura diurna de até 40 °C. Até o momento D. infecunda havia sido relatada
principalmente como endofitico em plantas de aroeira-vermelha (Schinus
terebinthifolius), feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) e saboeiro (Sapindus saponaria) no
Brasil, especialmente na regido da Mata Atlantica. Diaporthe infecunda foi encontrada
também em astragalus (Astragalus membranaceus) na Coréia do Sul (FARR;
ROSSMAN, 2025).

A espécie D. pachirae foi descrita por Milagres et al. (2018) causando manchas
foliares em Pachira glabra no viveiro florestal na Universidade Federal de Vicosa, Vicosa
(MG). Desde entéo, ndo hé relatos em nenhum outro hospedeiro. Esses achados indicam
gue a ocorréncia das espécies D. infecunda e D. pachirae, causando seca da haste em
plantas de soja cultivadas em casa de vegetacdo no municipio Vicosa (MG), ocorreu a
partir de in6culos desses fungos presentes no substrato, visto que essas espécies
fungicas ocorrem na regido de Vigosa (MG).

A espécie D. infecunda foi descrita por Gomes et al. (2013) apenas pela
identificagdo molecular a partir de andlises filogenéticas multilocus. As culturas eram
estéreis nos meios de cultura avaliados. Esse trabalho € o primeiro a descrever as

caracteristicas morfoloégicas dessas duas espécies que produziram conidiomas em
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hastes de funcho sobre meio agar-agua, incubadas a 25 °C sob fotoperiodo de luz negra
(315 nm) por 12 horas/dia.

Das amostras sintomaticas de plantas de soja obtidas nas safras 2022/23 e
2023/24, néo foi recuperado nenhum isolado de D. aspalathi e D. caulivora. No Brasil
tinham sido registradas até o momento nove espécies do género Diaporthe causando
doencas em soja: D. longicolla, D. caulivora, D. aspalathi, D. phaseolorum, D. sojae, D.
ueckerae, D. citri, D. endophytica e D. infertilis (FARR; ROSSMAN, 2025). Esse resultado
demonstra que o cancro da haste causado por D. aspalathi e D. caulivora esta sob
controle nas regides amostradas, pelo emprego de cultivares resistentes (HENNING et
al., 2014). Porém ¢é importante o continuo monitoramento dos campos de soja com
ocorréncia de lesbes em haste visando também identificar o surgimento eventual de
racas de D. aspalathi e D. caulivora capazes de suplantar a resisténcia presente em
cultivares atuais.

As caracteristicas morfolégicas dos isolados de D. ueckerae e D. longicolla
identificados nesse trabalho sdo semelhantes as descritas por Gomes et al. (2013).
Diferindo apenas o isolado de D. ueckerae (SJ258) obtido de haste de soja ho municipio
de Miranorte (TO), com a producdo de apenas beta conidios em meio agar-agua +
funcho. Ainda néo havia sido observada a formacdo de beta conidios na espécie D.
ueckerae. Todavia, o tipo de conidio e as caracteristicas da col6nia em meio cultura ndo
sdo parametros capazes de diferenciar espécies de Diaporthe Isolados da mesma
espécie apresentam alta variabilidade das caracteristicas em meio de cultura
(VECHIATO et al., 2003; GOMES et al., 2013). Nota-se também a existéncia de
variabilidade genética tanto em D. longicolla quanto em D. ueckerae com base na
variacao da sequéncia dos genes utilizados na analise filogenética.

Também néo se observou a reproducédo dos sintomas em haste (cancros) por meio
da inoculacéo das plantas com suspenséao de esporos tanto de D. longicolla quanto de
D. ueckerae, mesmo constatando-se a presenca de infeccdo latente. Ou seja, €
necessario a ocorréncia de algum fator que predisponha a infeccdo por esses fungos,
como, por exemplo, alta temperatura. Nesse particular é importante notar que D.
longicolla ndo é um bom patégeno de haste. Sua presenca em lesdes de haste corrobora
a presenca de grande quantidade de inOculo nos sistemas de producéo e a contribui¢cdo
de algum fator ambiental predispondo as plantas a sua infeccao.

Interessante notar que o crescimento e esporulacdo de espécies de Diaporthe ndo

€ influenciado apenas pelo substrato, como também pela temperatura. Neste trabalho, a
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temperatura 6tima para o crescimento micelial das espécies avaliadas (D. aspalathi, D.
caulivora, D. longicolla, D. ueckerae, D. infecunda, D. mayteni) e o isolado DH75 (espécie
a definir) foi 28 °C, com excec¢éao dos isolados SJ86 (D. longicolla) e C3 (D. caulivora)
gue obtiveram a maior média de crescimento na temperatura de 20 °C. N&o foi possivel
estabelecer uma relacdo entre a origem dos isolados com a temperatura Otima de
crescimento. Esses resultados sao similares aos obtidos por Floyd et al. (2022) para as
espécies D. longicolla e D. aspalathi, com maior desenvolvimento em temperaturas mais
elevadas e o isolado C3 (D. caulivora) em temperaturas menores. Portanto o
comportamento dos isolados SJ86 (D. longicolla) e C2 (D. caulivora) difere dos
observados por Floyd et al. (2022). Uma possivel explicacéo para o isolado SJ86 seja a
sua origem, obtido de lavoura de soja do municipio de Coxilha (RS), podendo esse ser
adaptado as condicdes dessa regido com temperatura amena (EMBRAPA, 2024).

A identificacdo de linhagens de Diaporthe a nivel de espécie € complexa, exigindo
a buscar na literatura por trabalhos atuais sobre classificacdo taxonémica, devido muitas
espécies terem sido identificadas incorretamente. Como por exemplo D. passifloricola,
D. vochysiae e D. rosae que em trabalho recente com analises filogenéticas mais
consistentes, essas espécies foram sinomizadas como D. ueckerae. O mesmo foi
observado neste estudo, em que D. passifloricola esta inserido no mesmo clado que D.
ueckerae (FERRO et al., 2024).

Diaporthe longicolla tem sido a principal espécie do género Diaporthe associada a
podriddes de graos nos estadios de maturacdo da soja. Outras espécies, D. aspalathi,
D. caulivora, D. kongii, D. sojae, D. ueckerae, D. unshiuensis, D. bacilloides, D.
flavescens e D. insulistroma tém sido relatadas causando podriddo de graos proximo a
colheita, em menor frequéncia (PETROVIC et al., 2021). O potencial de in6culo de D.
longicolla é a principal caracteristica atribuida a sua importancia na deterioragdo de
graos, como observado no presente estudo, todos os isolados de D. longicolla
apresentaram capacidade de producao de picnidios maduros em hastes de funcho e em
plantas de soja na fase de final de ciclo, muito superior aos isolados de D. ueckerae.

Os sintomas em vagens inoculadas com suspenséao de conidios de D. longicolla e
D. ueckerae pelo método de infiltracdo foram semelhantes aos sintomas de
apodrecimento de graos e vagens verdes em lavouras de soja da regido médio-norte do
estado de Mato Grosso e Rondbnia. Externamente as vagens apresentam sintomas de
encharcamento e/ou escurecimento, ao abrir o legume um ou mais graos apresentaram

sintomas de apodrecimento com crescimento de micélio branco ou bege (KUDLAWIEC
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et al., 2023). Esse método de inoculacao € informativo em relacdo a determinacéo se o
isolado é patogénico ou ndo, portanto ndo representa as condicdes naturais de campo.
No momento da infiltragdo muita das vezes ocorre o deslocamento do gréo, desligando-
0 da vagem e iniciando a sua senescéncia, favorecendo o processo de deterioracédo do
grao por fungos.

As plantas inoculadas com D. longicolla e D. ueckerae pelo método com
atomizacdo de suspensado de conidios, em plantas pré-incubacédo por 3 dias sob alta
saturacdo de umidade (92%) e temperaturas diurnas de até 32 °C, e plantas sem pré-
incubacdo, ndo apresentaram sintomas de apodrecimento de vagens e Qraos
semelhantes aos relatados em lavouras de soja na regido médio-norte de Mato Grosso
e Rondodnia. As plantas inoculadas em R5.2, com vagens em diferentes estadios,
também apresentaram o surgimento dos primeiros sintomas a partir do estadio R6,
guando as vagens estavam iniciando a maturacdo. Os grdos apodrecidos em vagens
sintomaticas entre R7.2 e R8 inoculadas com D. longicolla e D. ueckerae, tinham as
mesmas caracteristicas ja conhecidas em gréos apodrecidos por D. longicolla. Os gréos
ficaram enrugados, quebradicos, apresentando rachaduras no tegumento, sem brilho e
crescimento de micélio esbranquicado a bege sobre o grdo (LEHMAN, 1923; SINCLAIR,
1993). Assim, € improvavel que essas espécies sejam as responsaveis pelos sintomas
de apodrecimento observados em vagens verdes no meio-norte do MT e Rondénia.

Embora tenha sido recuperadas as espécies D. ueckerae e D. longicolla de hastes
com quebramento e/ou com lesdes, quando inoculados os isolados dessas espécies por
atomizacao de suspensao de conidios, ndo causaram lesées de hastes antes da fase de
maturacdo fisioldgica das plantas. Apenas uma planta de nove inoculadas com D.
ueckerae apresentou lesdes na haste, com o desenvolvimento de lesdes alongadas de
coloragéo preta a marrom-avermelhada, semelhantes aos observados por Silva (2021)
e Lopes et al. (2024), e ensaios avaliando a patogenicidade de D. ueckerae utilizando o
método do palito é possivel que a perfuracao do caule pelo palito gere um estresse local
gue contribui para o desenvolvimento das lesdes, nao refletindo totalmente as condi¢cdes
de campo em situac¢des ndo estressante ou predisponentes. Nas plantas inoculadas com
D. ueckerae por atomizagdo de esporos observou-se somente pequenas lesdes
necroticas (1-2 mm), de cor marrom-avermelhada, que ndo evoluiram para os sintomas
de cancro observados a campo.

O ensaio de infeccao latente em vagens e graos suporta a hipotese de que as

vagens séo infectadas por fungos pertencentes ao género Diaporthe nos estadios iniciais
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de desenvolvimento, permanecendo a infeccao latente sem sintomas aparentes até a
fase que antecede a maturacdo. Quando maduro o legume, o fungo se desenvolve sobre
0 grao causando seu apodrecimento, principalmente em condicbes ambientais
favoraveis como a incidéncia de chuvas préxima a colheita. Neste trabalho inclusive em
vagens e hastes das plantas testemunha apresentaram o desenvolvimento de fungos
dos géneros Diaporthe e Fusarium; possivelmente indculos desses fungos estavam no
substrato utilizado ou chegaram ou foram inoculadas com indculo presente na propria
casa de vegetacao, estabelecendo infeccdo latente nos tecidos das plantas. Fatores
abiodticos e caracteristicas das cultivares podem também contribuir para a predisposicao
de vagens e graos ao processo de deterioracao.

A exposicéo dos graos a ciclos alternados de elevada e baixa umidades antes da
colheita, comumente observados na regido médio-norte de Mato Grosso e Rondénia,
devido a ocorréncia de chuvas frequentes ou as flutuacbes diarias de alta e baixa
umidade relativa do ar, resulta no dano mecanico nos graos, apresentando enrugamento
e rachaduras no tegumento do gréo devido a expansédo e contracdo desse (FRANCA-
NETO; HENNING, 1984). Esse enrugamento do grdo é normalmente mais intenso sob
condi¢cBes de déficit hidrico, afetando a qualidade do grdo e podendo assim propiciar o
desenvolvimento de fungos pertencentes ao género Diaporthe latente no tecido.

Krzyzanowski et al. (2022) observaram em sua pesquisa que graos obtidos de
vagens com paredes mais espessas, principalmente associada a alto teor de lignina,
apresentaram menos danos (enrugamento e rachaduras no tegumento) em condi¢bes
de alta umidade e altas temperaturas na maturidade. A lignina é um biopolimero
complexo de natureza fenilpropanodide, amplamente reconhecido por sua funcéo
estrutural nas plantas, sendo determinante na manutencao da coeséo e integridade das
fibras vegetais (BUTLER; BAILEY, 1973; COWLING; KIRK, 1976). Nas sementes de
soja, a lignina desempenha um papel crucial na resisténcia ao dano mecanico, o que
representa um fator chave para a preservacdo da qualidade fisica e fisiologica das
sementes (ALVAREZ et al., 1997). A deposicao de lignina no tecido tegumentar contribui
significativamente para a resisténcia mecanica das células, atuando também como uma
barreira fisica contra a penetragdo de microrganismos (RIJO; VASCONCELOS, 1983).
Essa camada lignificada, devido as suas propriedades de impermeabilidade e
semipermeabilidade seletiva, confere protecao adicional as sementes contra os danos
causados por condicdes climaticas de altas temperaturas e alta umidade no final do ciclo

da cultura. Apesar da importancia da lignina no desenvolvimento do legume, diversas
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pesquisas evidenciam que o tegumento das sementes de soja apresenta uma camada
fina e baixo teor de lignina, limitando sua capacidade de protecdo ao eixo embrionario.
Esse eixo, localizado logo abaixo do tegumento, encontra-se em uma pOSi¢ao
estruturalmente vulneravel, tornando-se suscetivel a danos mecéanicos e as condi¢fes
adversas do ambiente externo (GUPTA et al.,, 1973; AGRAWAL; MENON, 1974;
FRANCA-NETO; HENNING, 1984).

Estudos complementares sobre aspectos fisioldgicos e bioquimicos de plantas
cultivadas nas condi¢des de umidade e temperatura registradas na regido meédio-norte
do estado de Mato Grosso e Rondbnia, precisam ser realizados para uma melhor
compreensdo do problema. As condicdes ambientais sdo determinantes para a
ocorréncia desse problema e os cultivares apresentam diferentes comportamentos.

Em relacdo ao quebramento de haste, neste estudo néo foi possivel estabelecer
uma relacdo entre a ocorréncia de D. longicolla e D. ueckerae em hastes com o
guebramento de haste. Nos ensaios de infeccao latente foi observado o desenvolvimento
desses fungos sobre as hastes destacadas de plantas inoculadas com suspenséao de
conidios, quando submetidos a incubacdo em camara Umida apo6s oito dias da
inoculacdo. Esse resultado demonstra a sobrevivéncia de in6culo desses fungos e a
capacidade de se desenvolver no tecido em condi¢cbes favoraveis como: alta umidade
no periodo de senescéncia da haste.

Esse comportamento é semelhante aos relatados no campo em plantas com
guebramento da haste. Nessas plantas € observado apos algumas semanas o inicio da
senescéncia do tecido na regido quebrada, que progride por toda a planta, encontrando
muitas vezes picnidios de Diaporthe spp. sobre o tecido morto (MEYER et al., 2024).
Mesmo em cultivares sem relatos de quebramento de haste, sdo encontrados
frequentemente os fungos D. ueckerae, D. longicolla, Colletotrichum spp. e Fusarium
spp.

Com os resultados desse estudo e observagdes de campo podemos inferir que as
lesdes encontradas em haste com quebramento e a recuperacao de D. ueckerae e D.
longicolla tanto de planta assintomatica, quando de plantas com quebramento de haste
e/ou lesbBes na haste € em decorréncia do estabelecido de infecgéo latente em haste de
soja por esses fungos. Como observado por Sinclair (1991), Diaporthe spp. tem a
capacidade de colonizar hastes e vagens de plantas de soja sem causar sintomas
aparentes, até 0 momento em que uma condi¢cao de estresse térmico e/ou processo de

senescéncia do tecido ocorra, sendo observado o surgimento de sintomas e/ou sinais
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(picnidios) no tecido da planta. O estresse térmico afeta negativamente a saude das
plantas, comprometendo as suas respostas imunologicas naturais e tornando-as mais
suscetiveis ao ataque de patégenos. Isso também é observado no processo de
senescéncia do tecido da planta, as defesas naturais diminuem, tornando os tecidos mais
suscetiveis a infeccéo de fitopatdgenos (ANESE; FRONZA, 2015; RIVERO et al., 2022).
Sobre essas condicbes de estresse térmico e/ou senescéncia do tecido vegetal, é
observado o desenvolvimento de Diaporthe spp. latentes em hastes e vagens
assintomaticas, com o surgimento de sintomas e/ou sinais (picnidios) nos tecidos da

planta.

6. CONCLUSAO

As espécies D. longicolla e D. ueckerae foram isoladas a partir de lesdes em hastes de

soja e vagens com sintomas de apodrecimento.

As espécies D. infecunda e D. pachirae foram recuperadas de hastes apds exposi¢ao ao
estresse térmico. As plantas apresentaram producdo abundante de picnidios, com seca

prematura de hastes, peciolos e vagens.

A temperatura 6tima de crescimento micelial das espécies D. ueckerae, D. infecunda e
D. aspalathi foi de 28 °C. Os isolados das espécies D. caulivora e D. longicolla tiveram a

temperatura 6tima de crescimento micelial em 20 °C ou 28 °C.

As espécies D. longicolla e D. ueckerae ndo causam quebramento de haste de soja.

As espécies D. longicolla e D. ueckerae sdo capazes de causar infeccdo latente em

hastes e vagens.

As espécies D. longicolla e D. ueckerae sdo capazes de causar sintomas em hastes e
vagens de soja com o inicio da maturidade fisiologica dos tecidos. Porém os sintomas
observados a campo em haste ndo foram reproduzidos por meio da inoculagcdo por
atomizacao de esporos, indicando a necessidade de um fator predisponente, como, por

exemplo, estresse térmico.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Informacdes das sequéncias referéncias utilizadas nas analises

filogenéticas.

Espécie N° colegao Hospedeiro Origem ITS Btub TEF Calmd Referéncias
D. acericola MFLUCC 17- Acer negundo Italia KY964224 | KY964074 | KY964180 | Kyoed13y | Lissanayake
0956 etal. 2017
D. acuta PSCG 046 Pyrus pyrifolia China MK626958 | MK691224 | MK654803 | MKG691124 Guzoogga"
D. acuta PSCG 047* Pyrus pyrifolia China MK626957 | MKG691225 | MK654802 | MK691125 Guzoogga"
. Camellia . Guo et al.
D. acutispora LC6160 sasanqua Japao KX986763 KX999194 KX999154 KX999273 2017
D. acutispora LC6161 Coffea sp. China KX986764 | KX999195 | KX999155 | KX999274 Guzoo‘i;a"
D. alangii CFCC 52556 Alangium Kurzii China MH121491 | MH121573 | MH121533 | MH121415 Yaggl"g al.
D. amaranthophila | MAFF 246901 Amaranthus Japio LCA459576.1 | LC450580.1 | LCA59578.1 | LCA59584.1 | Minoshimaet
tricolor L. al. 2020
. Amaranthus . Rossman et
D. amaranthophila | MAFF 246900 olor L. Japio LC459575 LC459579 | LC459577 | LCA459583 ol 2015
D. ambigua CBS 114015 Pyrus communis Afgﬁ do KC343010 | KC343978 | KC343736 | KC343252 GO";g?lgt al.
D. ambigua CBS 187.87 Helianthus Italia KC343015.1 | KC343983.1 | KC343741.1 | KC343257. | Gomes etal.
annuus 1 2013
D. ambigua CBS 123210 Foeniculum Portugal | KC3430121 | KC343980.1 | KC34a7ag.1 | KC343254. | Gomesetal.
vulgare 1 2013
D. angelicae CBS 501.90 Heracleum Franca | KC343030.1 | KC343998.1 | KC34arsel | 343272 | Gomesetal.
sphondylium 1 2013
D. angelicae CBS 100871 Foeniculum Italia KC343025.1 | KC343993.1 | Kcaaarsry | KC343267. | Gomes etal.
vulgare 1 2013
. Heracleum . Gomes et al.
*
D. angelicae CBS 111592 sphondylium Austria KC343027 | KC343995 | KC343753 | KC343269 ools
D. anhuiensis CNUCC 201902 | Cunninghamia China MN219727 | MN227009 | MN224669 | MN224550 | 21ouand Hou
lanceolata 2019
. CNUCC Cunninghamia . Zhou and Hou
D. anhuiensis 201901 ceo China MN219718 | MN227008 | MN224668 | MN224549 2019
D. arctii DP0482 Arctium sp. Austria KJ590736 KJ610891 KJ590776 KJ612133 U‘;Tygggg et
. . Gomes et al.
D. arecae CBS 535.75 Citrus sp. Suriname KC343033 KC344001 KC343759 KC343275 2013
i Gomes et al.
D. arecae CBS 161.64* Areca catechu India KC343032 KC344000 KC343758 KC343274 2013
* : f Gomes et al.
D. arengae CBS 114979 Arenga engleri China KC343034 KC344002 KC343760 KC343276 2013
D. aseana MFLUCC 12- On dead leaves | Tailandia KT459414 KT450432 | KT450448 | KTasgags | Dissanayake
0299a* ] etal. 2017
D. aspalathi CBS 117169 As_palathus Africa do NR_165951. KC344004.1 | KC343762.1 KC343278. Gomes et al.
linearis Sul 1 1 2013
D. aspalathi CBS 117168 Aspalathus Africado |\ cag3035.1 | KC344003.1 | Keadazery | KC343277. | Gomesetal.
linearis Sul 1 2013
D. aspalathi CBS 117500 Aspalathus Africado |\ cag3037.1 | KC344005.1 | Kcadaresy | KC343279. | Gomesetal.
linearis Sul 1 2013
D. batatas CBS 122.21 Ipomoea batata EUA KC343040 | KC344008 | KC343766 | KC343282 Gongslgt al
D. biconispora JZQ12 Acer palmatum China 0Q651977.1 OQG‘?QB& OQG‘?QBO' OQ6513989' Wan, 2023
D. biconispora J2Q24 Acer palmatum China 0Q651978.1 OQ6513984' OQ6513981' OQ6513990' Wan, 2023
D. brasiliensis CBS 133183* Aspidosperma Brasil KC343042 | KC344010 | KC343768 | KcC3432es | Comesetal
tomentosus 2013
D. caatingaensis URM 7486* Tacinga Brasil KY085926 | KY115600 | Ky115603 | Kyiissor | Crousetal
inamoena 2017
D. caryae CFCC 52563 Carya illinoen China MH121498 | MH121580 | MH121540 | MH121422 Yaggfé al.
D. caryae CFCC 52564 | Caryaillinoensis China MH121499 | MH121581 | MH121541 | MH121423 Yaggfé al.
D. caulivora CBS 127268 Glycine max Crodcia | KC343045.1 | KC344013.1 | KC3437711 KCS“fZ” Go”z‘gslgt al.
D. caulivora CBS 178.55 Glycine soja Canadd | KC343046.1 | KC344014.1 | KC343772.1 KCS“fZBS' Go”z‘gslgt al.
D. cercidis CFCC52565 | Cercis chinensis China MH121500 | MH121582 | MH121542 | MH121424 Yaggfé al.
D. chrysalidocarpi | SAUCC1ga.33 | Chrysalidocarpu China MT822561 | MT855758 | MTes5874 | mTssseas | Huang etal.
s lutescens 2021
D. chrysalidocarpi | SAUCC194.35+ | Chrysalidocarpu China MT822563 | MT855760 | MT855876 | MTesseae | uang etal.
s lutescens 2021




70

MFLUCC 17-

Cichorium

Dissanayake

. cichorii 1002 intybus Italia KY964220 | KY964104 | KY964176 | KY964133 Sgnbin
Guarnaccia et
. citri CBS 135422 Citrus sp. EUA KC843311 | KC843187 | KC843071 | KC843157 al. 2017;
Udayanga et
al. 2014
citri LGMF946 Glycine max Brasil KC343053.1 | KC344021.1 | KC343779.1 KCS“13295' Gonggslgt al
. citri CBS 230,52 Citrus sinensis | Suriname | KC343052.1 | KC344020.1 | KC343778.1 KCS“13294' Gonggslgt al
. convolvuli CBS 124654 Convolvulus Turquia KC343054 | KC344022 | KC343780 | Kcaasegs | Comesetal
arvensis 2013
. crotalariae CBS 162.33 Crotalaria EUA KC343056.1 | KC3440241 | KC3aazgpq | KC343298. | Gomes etal.
spectabilis 1 2013
. cucurbitae CBS 136.25 Cucumis sativus * KC343031 | KC343999 | KC343757 | KC343273 U‘;Tygggj et
Aspalathus Africa do Udayanga et
. cuppatea CBS 117499 s e KC343057 | KC344025 | KC343783 | KC343299 o o0
. decedens CBS109772 | Corylusavellana | Australia KC343059 | KC344027 | KC343785 | KC343301 Gonggslgt al
. endophytica LGMF948 Glycine max Brasil KC343072.1 | KC344040.1 | KC343798.1 KCS“13314' Gonggslgt al.
. Maytenus . KC343312. Gomes et al.
. endophytica LGMF935 il Brasil KC343070.1 | KC344038.1 | KC343796.1 . hois
. Schinus . Gomes et al.
. endophytica CBS 133811 erebinthifolius Brasil KC343065 | KC344033 | KC343791 | KC343307 h013
eres CBS445.62 | Alliaria petiolata | Holanda | KC343091.1 | KC344059.1 | KC343817.1 KC3413333' GO";g?lgt al.
eres CBS109767 | Acercampestre | Austrdlia | KC343075.1 | KC344043.1 | KC343801.1 KC3413317' GO";g?lgt al.
eres CBS 439.82 Cotoneaster sp. | Escocia | KC343090.1 | KC344058.1 | KC343816.1 KC3413332' Go"ggslgt al.
eres CBS 101742 Fraxinus sp. Holanda | KC343073.1 | KC344041.1 | KC343799.1 KC3413315' Go"ggslgt al.
. Eugenia . Gomes et al.
. eugeniae CBS 444.82 aronation Indonésia | KC343008 | KC344066 | KC343824 | KC343340 ool3
Passiflora Crous et al
. fructicola MAFF 246408 edulis x P. Japéo LC342734 LC342736 LC342735 LC342738 2019 ’
edulis f. flav
Passiflora Crous et al
. fructicola MAFF 246409 edulis x P. Japdo LC342739 LC342741 LC342740 LC342743 2019 '
edulis f. flav
. fulvicolor PSCG 051* Pyrus pyrifolia China MK626859 | MK691236 | MK654806 | MK691132 G“Z"O‘;Ba"
. fulvicolor PSCG 057 Pyrus pyrifolia China MK626858 | MKG691233 | MK654810 | MK691131 Guzoogga"
. . . Gomes et al.
. ganjae CBS 180.91 Cannabis sativa EUA KC343112 | KC344080 | KC343838 | KC343354 ools
. guangxiensis JZBH 320094* Vitis vinifera China MK335772 | MK500168 | MK523566 | MK736727 '\gaer:z"l"azs(')”l%h
. gulyae MF-Hal7-042* Helianthus Russia MK024252 | MK033488 | MKo3ga20 | MZ671982. | Thompson et
annuus 1 al. 2011
. gulyae MF-Hal7-043 | Helianthus ann Rissia | MKO024253.1 MK°i3489' MKoig‘m' MZ6711933' G‘;’I“zzrggg et
. guttulata cemcgazom * China MT385950 | MT424705 | MT424685 | MWO022470 G°";gsl§t al
. . . s Gomes et al.
. helianthi CBS 592.81 Helianthus ann Sérvia KC343115 KC344083 KC343841 KC343357 2013
. hongkongensis CBS 115448* Dichroa China KC343119 | KC344087 | KC343845 | Kcaasser | comesetal
febrifuga 2013
. Millettia . Huang et al.
. hongkongensis | SAUCC194.81 etictlata China MT822609 | MT855806 | MT855021 | MT855688 o1
. hongkongensis | SAUCC194.87 | Camelia sinensis China MT822615 | MT855812 | MT855027 | MT855694 H”agngt al.
. hordei CBS 481.92 Hordeum Noruega KC343120 | KC344088 | KC343846 | Kcaassez | Gomesetal.
vulgare 2013
. hubeiensis 1ZB320123 Vertis vinifera China MK335809 | MK500147 | MK523570 | MKS500235 M;”;W;’S'g‘e
. inconspicua CBS 133813 Maytenus Brasil KC343123.1 | KC3440911 | KC343g49.1 | 'C343365. | Gomes etal.
ilicifolia 1 2013
. infecunda CBS 133812 Schinus Brasil KC343126 KC344094 | KC343852 | Kc3asses | Comesetal
terebinthifolius 2013
. infecunda LGMF940 Maytenus Brasil KC343133.1 | KC3441011 | KC343gs0.1 | '<C343375. | Gomes etal.
ilicifolia 1 2013
. infecunda LGMF908 Schinus Brasil KC343127.1 | KC344095.1 | KC343gs3.1 | 'C343369. | Gomesetal.
terebinthifolius 1 2013
. infecunda LGMFo17 Schinus Brasil KC343129.1 | KC344007.1 | KC3a3gssy | KC343871. | Gomes etal.
terebinthifolius 1 2013
. infecunda LGMF912 Schinus Brasil KC343128.1 | KC344006.1 | KC3a3gsa1 | KC343870. | Gomes etal.
terebinthifolius 1 2013
. infecunda LGMF933 Maytenus Brasil KC343132.1 | KC344100.1 | KC3asgsg1 | KC343874. | Gomes etal.
ilicifolia 1 2013
. . . . Guarnaccia;
. limonicola CPC 28200* Citrus limon Malta MF418422 | MF418582 | MF418501 | MF418256

Crous 2017
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. longicolla CBS 127267 Glycine max Croécia KC343199 | KC344167 | KC343925 | KC343441 U‘:‘ygggg et
. longicolla CBS 116023 Glycine max EUA KC343198 | KC344166 | KC343924 | KC343440 U‘:‘ygggg et
. longicolla FAU644 Glycine max EUA KJ590730.1 | KJ610885.1 | KJ590769.1 | KJI612126.1 U‘fl‘ygggl’i et
. longicolla FAU599 Glycine max EUA KJ590728.1 | KJ610883.1 | KJ590767.1 | KJI612124.1 U‘fl‘ygggl’i et
. . . Gomes et al.
. longispora CBS 104.36 Ribes sp. Canada KC343135 | KC344103 | KC343861 | KC343377 hois
lusitanicae CBS 123212 Foeniculum Portugal | KC343136.1 | KC344104.1 | KC343ge2.1 | KKC343378. | Gomesetal.
vulgare 1 2013
. machili SAUCC194.69 | Pometia pinnata China MT822597 | MT855794 | MT855909 | MT855677 H“a;ngt al.
. machili SAUCCIOALLL | \1achilus pingii China MT822630 | MT855836 | MT@s5051 | MTess7ig | 00 al.
. malorum CBS 142383 | Malus domestica | Portugal KY435638 | KY435668 | KY435627 | KY435658 Sa”;%slgt al.
. malorum CAAT52* Malus domestica | Portugal KY435643 | KY435671 | KY435630 | KY435661 Sa”;%slst al.
. malorum CAAT40 Malus domestica | Portugal KY435642 | KY435670 | KY435629 | KY435660 Sa”;%slst al.
. manihotia CBS 505.76 Manihot Ruanda KC343138 | KC344106 | KC343864 | KC3assgo | comesetal
utilissima 2013
. mayteni CBS 133185* Maytenus Brasil KC343139 | KC344107 | KC343865 | KC343sgr | Comesetal
ilicicolia 2013
. . . . Guarnaccia;
. melitensis CPC 27873* Citrus limon Malta MF418424 MF418584 MF418503 MF418258 Crous 2017
. . Gomes et al.
. melonis CBS 507.78 Cucumis melo EUA KC343142 KC344110 KC343868 KC343384 2013
. melonis CBS 435.87 Glycine soja Indonésia | KC3431411 | KC344100.1 | KC343867.1 KC3413383' Go"ggslgt al.
. middletonii SAUCC194.27 | Litchi chinensis China MT822555 | MT855752 | MT855868 | MT855639 H”agngt al.
. middletonii SAUCC194.45 L"gfgggfus China MT822573 | MT855770 | MT855886 | MT855654 H”agngt al.
. middletonii SAUCC194.46 L'tgfgggfus China MT822574 | MT855771 | MT855887 | MT855655 H“agngt al.
. middletonii SAUCC194.48 Lithocarpus China MT822576 | MT855773 | MTess889 | MTesses7 | Huand etal.
craibianus 2021
. millettiae GUCCIL67* Millettia China MK398674 | MK502089 | MK480609 | MKso2086 | -°ngetal
reticulata 2019
. minusculata CGMC8C3'2°°9 * China MT385057 | MT424712 | MT424692 | MWO022475 Go'ggsl;’t al
. musigena CBS 129519* MEUA sp. Austrélia KC343143 | KC344111 | KC343869 | KC343385 C“’Z“glelt al.
. Myracrodruon . Silva et al.
. myracrodruonis URM7972 urundeuva Brasil MK205289 MK205291 MK213408 MK205290 2019
. neoarctii CBS 109490 | Ambrosia trifida EUA KC343145 | KC344113 | KC343871 | KC343387 G"";gslgt al
. - Gomes et al.
. novem CBS 127270* Glycine max Croécia KC343156 KC344124 KC343882 KC343398 2013
. novem CBS 127271 Glycine max Crodcia | KC343157.1 | KC344125.1 | KC343883.1 ch4ng9' G"";gslgt al
. novem CBS 127269 Glycine max Crodcia | KC343155.1 | KC344123.1 | KC3438811 KC3413397' Gongslgt al
. novem LGMF943 Maytenus Brasil KC343150.1 | KC344127.1 | KC3a3ggsy | KC343401. | Gomes etal.
ilicifolia 1 2013
Maytenus . Gomes et al.
. oxe CBS 133186* ol Brasil KC343164 | KC344132 | KC343800 | KC343406 ools
. oxe CBS 133187 Maytenus Brasil KC343165 | KC344133 | KC343891 | Kc34sdor | Comesetal
ilicifolia 2013
. . . Milagres et al.
. pachirae COAD2074 Pachira glabra Brasil MG559537 | MG559541 | MG559530 | MG559535 o018
. pandanicola SAUCC194.82 Millettia China MT822610 | MT855807 | MTes5922 | MTessegg | Huang etal.
reticulata 2021
. paranensis CBS 133184* '\I’I'iyl}zrl‘lf Brasil KC343171 | KC344139 | KC343897 | KC343413 Go”z‘gslg‘ al
. passiflorae CBS 132527 | Passiflora edulis Amesfl'fla do | 1x069860 KY435674 | KY435633 | KY435664 szugoezt al.
Citrus Chaisiri et al
. passifloricola NFIF-3-11 reticulata cv. China MG786598 MG925398 MG925401 MK238995 2021 '
Nanfengmiju
Citrus Chaisiri et al
. passifloricola NFIF-3-19 reticulata cv. China MG786599 MG925399 MG925402 MK238996 2021 '
Nanfengmiju
Citrus Chaisiri et al
. passifloricola NFIF-3-21 reticulata cv. China MG786600 | MGO25400 | MGO25403 | MK238997 oot
Nanfengmiju
Persea Gomes et al.
. perseae CBS 151.73 gratissima Holanda KC343173 | KC344141 | KC343899 | KC343415 Jrals
. MFLU 16- . . Dissanayake
. pescicola 0105* Prunus persica China KU557555 KU557579 KU557623 KU557603 etal. 2017
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D. phaseolorum CBS 139281 Phaseolus EUA KJ590738 KJ610893 KJ590739 KJ612135 | Ydayangaet
vulgaris al. 2015
D. phaseolorum LGMF941 Maytenus Brasil KC343180.1 | KC344148.1 | KC343006.1 | <C343422. | Gomes etal.
ilicifolia 1 2013
D. phaseolorum LGFo27 Maytenus Brasil KC343179.1 | KC344147.1 | KC343005.1 | C343421. | Gomesetal.
ilicifolia 1 2013
D. podocarpi- LC6155* Podocarpus Japio KX986774 | KX999207 | KX999167 | KX999278 Gao et al.
macrophylli macrophyllus 2017
D. podocarpi- LC6200 Podocarpus China KX986769 | KX999201 | KX999161 | KX999276 Gaoetal.
macrophylli macrophyllus 2017
D. pometiae SAUCC194.19 Persea China MT822547 | MT855744 | MTesse61 | mTsssesz | Huang etal.
americana 2021
D. pometiae SAUCC194.72* | Pometia pinnata China MT822600 | MT855797 | MT855912 | MT855679 H“a;ngt al.
. Heliconia . Huang et al.
D. pometiae SAUCC194.73 metallica China MT822601 MT855798 MT855913 MT855680 2021
D Mangifera Republica Gomes et al
pseudomangiferae | CBS 101339* s Domlanlcan KC343181 | KC344149 | KC343907 | KC343423 ools
D. Phoenix Gomes et al
pseudophoenicicol |  CBS 462.69% : Espanha KC343184 | KC344152 | KC343910 | KC343426 :
a dactylifera 2014
. MFLUCC 10- Pterocarpus Udayanga et
D. pterocarpicola 05802 i * Q619887 IX275441 | IX275403 | JX197433 ol 2019
. MFLUCC 10- Pterocarpus - Udayanga et
D. pterocarpicola 0580h e Q619888 IX275442 | IX275404 | IX197434 o 2059
D. pyracanthae CBS 142384 Pyracantha Portugal KY435635 | KY435666 | KY435625 | Kvassess | Santosetal.
coccinea 2017
D. pyracanthae CAA487* Pyracantha Portugal | KY435636 | KY435667 | KY435626 | Kyasses7 | Santosetal.
coccinea 2017
D. racemosae CBS143770 | Euclea racemosa Afréffl‘ d | MGE00223 | MG600227 | MGB00225 | MG600219 Ma;'I”'ZFoel'éX et
D. CBS 133182* Spondias Brasil KC343188 | KC344156 | KC343914 | Kcaasazo | Gomesetal
raonikayaporum mombin 2013
. Vaccinium Hilario et al.
% *
D. rossmaniae CAA 762 corymbosum MK792290 | MK837914 | MK828063 | MKB883822 0%
D. sambucusii CFCC 51986 Sambucus China KY852495 | KY852511 | KY852507 | KY852499 Yang etal.
williamsii 2018
D. schini CBS 133181 Schinus Brasil KC343191 | KC344150 | KC343017 | KcC343433 | Gomesetal
terebinthifolius 2013
D. schoeni MFLUCC 17- Schoenus Italia KY964226 | KY964100 | KY964182 | Kyge413g | Dissanavake
2930 nigricans etal. 2017
D. schoeni MFLU 15-2609 Schoenus Italia KY964229 | KY964112 | KY964185 | Kyoealal | Dissanayake
nigricans etal. 2017
D. sclerotioides CBS 296.67 Cucumis sativus | Holanda KC343193 | KC344161 | KC343919 | KC343435 Gongslgt al.
Senna . Yang et al.
£
D. sennae CFCC 51636 bicapsularis China KY203724 | KY228891 | KY228885 | KY228875 o017
D. sojae CBS 116020 | Symphyotrichum EUA KC343176.1 | KC3441441 | KC343902.1 | 'C843418. | Gomesetal.
subulatum 1 2013
D. sojae CBS 116019 Caperonia EUA KC343175.1 | KC344143.1 | KC343001.1 | KC343417. | Gomes etal.
palustris 1 2013
D. sojae FAU459 Stokesia laevis EUA KJ590709.1 | KJ610865.1 | KJ590752.1 | KJI612106.1 U(jjygggg et
D. sojae FAU635 Glycine max EUA KJ590719.1 | KJ610875.1 | KJ590762.1 | KJI612116.1 Uiﬁyggﬁg et
D. sojae DP0623 Glycine max EUA KJ590708.1 | KJ610864.1 | KJ590751.1 | KJ612105.1 U‘fl‘ygg@l’g et
Santos et al.
D. stewartii CBS 193.36 Cosmos * FJ889448 IX275421 GQ250324 | JX197415 2010;
bipinnatus Udayanga et
al. 2012
D. subordinaria CBS 101711 Plantago Nova KC343213 | KC344181 | KC343939 | KcC343sss | CGomesetal
lanceolata Zelandla 2013
D. subordinaria CBS 464.90 Plantago Aficado | oau3014 | Kcaa4182 | KC343040 | Kcaasase | Comesetal
lanceolata Sul 2013
D. taoicola PSGG485 Prunus persica China MK626869 | MK691227 | MK654812 | MK691120 2'5:?”%;";6
. . Gomes et al.
D. tecomae CBS 100547 Tabebuia sp. Brasil KC343215 | KC344183 | KC343941 | KC343457 ol
D. tectonae MF"OL;%C 122 | Tectonagrandis | Tailandia | KU712430 | KU743977 | KU749359 | KU749345 D°"§0"1§t al
D. MFLUCC 13- . - Doilom et al.
tectonendophytica 0471 Tectona grandis Tailandia KU712439 KU743986 KU749367 KU749354 2016
D. tectonigena MF%?&E 1221 Tectonagrandis | Tailandia KU712429 | KU743976 | KU749371 | KU749358 DO"ggigt al.
D. terebinthifolii CBS 133180 Schinus Brasil KC343216 | KC344184 | KC343042 | Kc3asasg | Comesetal
terebinthifolius 2013
D. ueckerae FAU659 Cucumis melo EUA KJ590724 KJ610879 KJ590745 KJ612120 U‘;’yggg; et
D. ueckerae FAU658 Cucumis melo EUA KJ590725 KJ610880 KJ590746 KJ612119 U(:I’ygggg et
D. ueckerae FAUG60 Cucumis melo EUA KJ590723 KJ610878 KJ590744 Kilo121 | Udayangaet

al. 2015
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D. ueckerae LGMF947 Glycine max Brasil KC343203.1 | KC344171.1 | KC343929.1 KC3413445' Go'ggslgt al.

D. ueckerae FAU656 Cucumis melo EUA KJ590726.1 | KJ61088L.1 | KJ590747.1 | KJI612122.1 U‘;Tygggj et

D. vaccinii CBS 160.32 Oxycoceus EUA KC343228.1 | KC344196.1 | KC343954.1 | KC343470. | Gomes etal.
macrocarpos 1 2013

D. vaccinii CBS 118571 vaccinium EUA KC343223.1 | KC344191.1 | KC343049.1 | KC343465. | Gomes etal.
corymbosum 1 2013

D. vexans CBS 127.14 Solanum EUA KC343229 | KC344197 | KC343955 | Kcaasaz | Comesetal
melongena 2013

D. viniferae JZBH 320071 Vitis vinifera China MK341550 | MK500112 | MKS50010 | MK500119 '\giﬁ"l"azs('ﬁ%h

D. viniferae JZBH 320072 Vitis vinifera China MK341551 | MK500113 | MKS500108 | MK500120 '\giﬁ"l"azs('ﬁ%h

. Vochysia . Noriler et al.
D. vochysiae LGMF1583 divergens Brasil MG976391 MKO007527 MKO007526 MKO007528 2019

D. woodii CBS 558.93 Lupinus sp. Austrlia | KC3432441 | KC3442121 | KC343970.1 KC3413486' Go'ggslgt al

D.osmanthi GUCCY165* Osmanthus China MK398675 | MK502091 | MK480610 | MK502087 Long etal.

fragrans 2019

D.osmanthi SAUCC194.21 | Litchi chinensis China MT822549 | MT855746 | MT855862 | MT855634 H”aznngt al.

Diaporthella CBS 121124 Corylus sp. China KC343004 | KC343972 | KC343730 | Kcaasaae | Gomesetal
corylina 2013

(*) — N° colecéo seguido de *, ex: GUCC9165*, refere-se a um material ex tipo
simbolo (*) refere-se a auséncia de informag&o.

. Na coluna Origem o



