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Resumo

O Brasil é 0o maior exportador e o segundo maior produtor de tabaco. Produtores relatam
a ocorréncia e a importancia de uma sindrome conhecida como murcha, mela ou
amareldo do tabaco, causada por espécies de Fusarium. A doenca afeta tanto mudas
quanto plantas adultas. Os sintomas sdo amarelecimento lento e bronzeamento das
folhas, sendo também relatado podriddo das raizes, causando clorose e murcha das
folhas a partir da regido mais baixa da planta até o topo, e levando a morte dos tecidos.
Os objetivos desse estudo foram (i.) isolar e identificar as espécies de Fusarium
associadas ao tabaco com sintomas de amareldo, (ii.) estabelecer um protocolo de teste
de patogenicidade e (iii.) caracterizar e documentar a sintomatologia. lIsolados de
Fusarium foram obtidos por isolamento direto e indireto, a partir de plantas
sintomaticas provenientes dos estados Parana e Rio Grande do Sul. Numa colec¢éo de 20
isolados identificamos os morfotipos Fusarium solani e F. oxysporum. Em testes de
patogenicidade com mudas de tabaco, F. oxysporum induziu sintomas tipicos da
doenca. Fusarium solani induziu escurecimento no tecido externo das raizes e reducéo
de sua massa. Conseguimos estabelecer um protocolo para producdo de mudas e testes
de patogenicidade com Fusarium em tabaco. Os resultados obtidos nesse trabalho
contribuem como estudo inicial para esclarecer a etiologia do amareldo, auxilia na
elaboracdo de técnicas de manejo e funciona como referéncia para a caracterizagdo dos
sintomas induzidos por Fusarium em tabaco.

Palavras-chave: Nicotiana tabacum, Fusarium solani species complex FSSC, Fusarium
oxysporum species complex FOSC, etiologia.
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1 Introdugéo

O tabaco (Nicotiana tabacum) é produzido em diversos paises do mundo sendo
0 Brasil o maior exportador e o segundo maior produtor (FAO 2019). No Brasil, a
fumicultura é fonte de renda para diversas familias produtoras na regido sul do pais,
onde estd concentrada quase toda a producdo. As folhas produzidas por essa planta,
depois de curadas, sdo utilizadas na confecgdo de cigarros, charutos, tabaco para
cachimbo, tabaco mascavel, entre outros produtos (AFUBRA 2019; FAO 2019).

Apesar do constante desestimulo provocado por setores ligados a satde publica
antitabagistas para conscientizar a populacdo sobre os maleficios ocasionados pelo
consumo excessivo do tabaco, a fumicultura é muito rentavel tanto as empresas
exportadoras, quanto para 0os pequenos produtores que ainda trabalham com a cultura,
devido a garantia de compra do produto (AFUBRA 2019; FAO 2019).

Em viveiro e no campo a sindrome conhecida como murcha, mela ou amareldo
do tabaco afeta tanto mudas quanto plantas adultas. As plantas afetadas apresentam
amarelecimento lento e bronzeamento das folhas. Também é relatada podriddo nas
raizes, clorose e murcha das folhas, inicialmente na parte mais baixa até o topo, levando
a morte da planta. O sistema vascular necrosa e adquire coloracdo amarronzada. No
campo, pode haver perdas de producdo, j& que a doenca pode levar a morte e/ou 0
subdesenvolvimento das plantas infectadas. (Souza Cruz 2007; Tjamos et al. 2006;
Berruezo et al. 2018).

A murcha em tabaco foi reportada pela primeira vez em Maryland, nos Estados
Unidos em 1916, sendo atribuido a F. oxysporum f. sp. nicotianae e F. oxysporum f. sp.
batatas como os agentes causais (Johnson 1921). Atualmente, essa sindrome vem sendo
relatada em diversos paises ao redor do mundo, tais como Argentina, China, Espanha,
Estados Unidos e Grécia (Tjamos et al. 2006; Wang et al. 2013; LaMondia 2015;
Mercado Cérdenas et al. 2015; Berruezo et al, 2018; Yang et al. 2020). Espécies dos
complexos Fusarium oxysporum (FOSC) e Fusarium solani (FSSC) séo frequentemente
identificados como o0s agentes causais da doenca. Por exemplo, na Argentina, as
espécies F. paranaense e F. keratoplasticum pertencentes ao FSSC e diferentes formae
specialis do FOSC foram identificados como os agentes causais (Berruezo et al. 2018).
Ja na China, espécies dos complexos FSSC e Fusarium sambucinum (FSAMSC) foram
encontradas associadas a murcha no tabaco (Wang et al. 2013; Yang et al. 2020).
Espécies do FOSC foram identificadas na Espanha e Grécia causando murcha em
tabaco (Tjamos et al. 2006; Alves-Santos et al. 2013; Rodriguez-Molina et al. 2013).
Entretanto, outros fungos, tais como Rizoctonia solani, Pythium sp. e Phytophthora sp.
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também sdo registrados em associacdo com plantas de tabaco com sintomas da
sindrome (Souza Cruz 2007; Mercado Cérdenas et al. 2015).

No Brasil, produtores relatam a ocorréncia e a importancia do amareldo em areas
produtoras. Porém, ndo ha trabalhos primarios sobre a etiologia e caracterizacdo dos
sintomas da sindrome no pais. Os objetivos desse estudo foram (i.) isolar e identificar as
espécies de Fusarium associadas ao tabaco com sintomas de amareldo, (ii.) estabelecer
um protocolo de teste de patogenicidade e (iii.) caracterizar e documentar a
sintomatologia. Os resultados obtidos com esse estudo poderdo subsidiar pesquisas
futuras, sobre etiologia da doenca e selecdo de materiais resistentes em programas de

melhoramento.

2 Material e Métodos
2.1 Isolamento, obtencdo de culturas monospdricas e preservagao

Amostras de plantas sintométicas foram coletadas em dois estados da regido Sul
do Brasil (Parand e Rio Grande do Sul) e foram processadas no Laboratorio de
Sistematica e Ecologia de Fungos do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras. Foram realizados isolamentos direto e indireto a partir dos tecidos do
caule e das raizes. Para o isolamento indireto, segmentos obtidos do caule e das raizes
foram lavados e submetidos a desinfestacdo superficial com alcool 70%, hipoclorito de
sodio a 1% e 4&gua destilada autoclavada. A seguir, os fragmentados de
aproximadamente 2 mm foram plaqueados em meio Malte. Para o isolamento direto,
estruturas fungicas foram observadas nas plantas sintomaticas com o auxilio de lupa,
apos identificadas, as estruturas foram isoladas do material vegetal utilizando agulha
estéril e transferidas para placas de Petri contendo meio Malte. Apés a realizacdo dos
isolamentos, as placas foram observadas com o auxilio de microscopio de luz, durante 4
dias. Culturas com caracteristicas morfologicas de Fusarium foram transferidas para
placas de Petri de 60mm de didmetro, contendo meio de cultura extrato de malte 2%
(MA2) com antibiotico.

Em meio SNA, esporos dos isolados foram transferidos para um tubo com 1 mL
de &gua destilada esterilizada e agitados. Uma pequena aliquota foi transferida para
meio agar-agua e espalhada com uma alca de Drigalski. Apos 24h as placas foram
observadas em microscopio estereoscopio, e um conidio com a presenca de um tubo
germinativo foi transferindo desta placa para outra contendo meio SNA. Em seguida,
esse isolado foi incubado em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12h por 7 dias. As culturas

monosporicas obtidas foram cultivadas em meio completo, preservadas em agua
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destilada esterilizada e armazenados a 10°C no escuro. As culturas foram
criopreservadas em suspensdo de esporos glicerol 15% a -80°C, e depositados na
Colecdo Micoldgica de Lavras (CML), Laboratorio de Sistemética e Ecologia de

Fungos, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados seguiu 0s protocolos de Leslie e
Summerell (2006). Os isolados foram cultivados em placas de Petri de 6 cm de
diametro, contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em camara tipo BOD,
a temperatura de 25°C. No escuro por 3 dias para avaliacdo da taxa de crescimento das
colénias, com fotoperiodo de 12h por 10 dias para avaliacdo da pigmentacdo. As
caracteristicas micromorfoldgicas foram avaliadas em meio SNA com folha de cravo, os
isolados foram incubados em camara tipo BOD, a temperatura de 25°C, com
fotoperiodo de 12h, em um periodo de 10 e 15 dias de crescimento, nos quais as
dimensdes dos conidios produzidos no micélio aéreo e esporoddquio foram medidas,
bem como a observacéao de seu formato e septacdo. As caracteristicas dos conidiéforos e

a producdo de clamiddsporos também foram observadas.

2.3 Obtenc¢do de mudas de tabaco

As plantas que foram utilizadas nos testes de patogenicidade foram cultivadas a
partir de sementes da cultivar do tipo Virginia K326, reconhecida como susceptivel a
amareldo. De acordo com o protocolo definido neste trabalho e descrito a seguir.

As mudas foram produzidas no sistema “float”, para utilizar esse sistema de
producdo € necessario que se construa um tanque no qual as bandejas serdo alocadas e
permanecerdo em contato com uma lamina de agua, com aproximadamente 3-5 cm de
altura, e deve ser reposta semanalmente ou de acordo com a necessidade, lembrando
sempre de utilizar de agua limpa no momento de reposicdo. Ndo deve sobrar agua ao
final do processo, caso isso ocorra deixa-la evaporar. O cultivo deve ser conduzido em
um local arejado e sem insolacdo direta, pois as mudas de fumo sdo sensiveis a luz e
podem apresentar branqueamento das folhas. Dentro de estufas, se possivel, evitar
instalar o sistema proximo a porta e ao exaustor, para se garantir a sanidade das mudas

As sementes de tabaco sdo muito pequenas, o que dificulta a semeadura. Para
auxiliar a distribuicdo delas na bandeja, é aconselhado utilizar o préprio pacote das
sementes e ter muito cuidado ao distribui-las, aproximadamente 3 sementes por célula.

A germinacdo ocorre em aproximadamente 10 dias ap0s a semeadura e, assim que
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possivel, deve ser realizado o deshaste de plantas excedentes para que ndo ocorra
concorréncia. Quando as mudas atingirem 5 cm, deve-se realizar uma poda para
aumentar a uniformidade e resisténcia das mudas. Esse procedimento deve ser realizado
fora do tanque com o auxilio de uma linha de nylon ou outra ferramenta desinfestada,
como uma tesoura, e deve ser repetido de duas a trés vezes até o transplantio.

As sementes foram cultivadas em bandejas contendo 50 celulas, com
volume/célula de aproximadamente 100mL, e alocadas em casa de vegetacdo com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h de luz. A primeira adubacdo ocorreu aos 15
dias apos a semeadura, sendo necessario 8g de adubo Peters® 20-20-20 por bandeja de
200 células, ou 2g para cada bandeja de 50 células. O adubo foi diluido em uma garrafa
pet 2L e a solucdo despejada no tanque, 2-3 vezes durante o processo de producdo. Para
evitar eutrofizacdo da agua no tanque e auxiliar na aeragdo das raizes, foi utilizada uma
bomba de aquario modelo NS F160. A duracdo do cultivo até o transplantio € de
aproximadamente 70 dias, quando as plantas estdo no estddio vegetativo 1004.
(Papenfus e Billenkamp, 2019)

2.4 Teste de patogenicidade e caracterizacdo da sintomatologia

Teste de patogenicidade com Fusarium oxysporum

Para a obtengdo do indculo, 2 isolados foram selecionados baseado em origem e
caracteristicas morfologicas. Os isolados CML 1784 e GM 13 foram cultivados em
placas de Petri contendo MA2 e mantidos a 25°C sob fotoperiodo de 12h por 15 dias
(Leslie e Summerell 2006). A suspensédo de esporos foi preparada através da adi¢do de
10 mL de &gua destilada as placas de Petri contendo o fungo cultivado, seguido de
filtragem em camada dupla de gaze para a remoc¢édo de fragmentos do micélio e ajuste
da concentracio de conidios em cAmara de Neubauer para 1x10° conidios mL™.

As plantulas de tabaco previamente cultivadas e no estadio fenoldgico 1004
(Papenfus e Billenkamp, 2019) foram removidas das células e transferidas para vasos de
5L contendo substrato composto por solo, areia e Carolina soil (1:1:1). A inoculagdo
ocorreu no mesmo dia do transplantio e utilizou o método proposto por Berruezo et al.
(2018). Esse método consiste em despejar 10 mL da suspencdo do isolado ao redor da
planta. Para o tratamento controle, agua autoclavada foi despejada no lugar da
suspencdo de esporos. As plantas foram irrigadas conforme necessidade hidrica. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro

repeticdes, sendo cada parcela experimental composta por seis plantas, contando com o
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controle. As avaliagdes foram realizadas diariamente durante 30 dias, caracterizando e
foto documentando os sintomas observados. Severidade e incidéncia foram avaliadas
utilizando a escala diagramatica na qual a nota varia de 0-4, sendo, 0: plantas saudaveis;
1: plantas atrofiadas ou sem cor; 2: plantas com uma folha sintomatica; 3: plantas com
mais de uma folha sintomatica; 4: planta morta, propostas por LaMondia e Taylor
(1987). Apds a conclusdo do teste aferimos a também o comprimento, peso de massa
fresca (MF) e seca (MS) das plantas. Também foi realizada a seccdo de aéreas

sintomaticas e assintomaticas das plantas, para a conclusdo do postulado de Koch.

Teste de patogenicidade com Fusarium solani

Assim como no ensaio anterior, trés isolados do morfotipo F. solani foram
selecionados baseado em origem e caracteristicas morfologicas. Para o teste de
patogenicidade, foi utilizada a metodologia camada de indculo proposta por Hartman et
al. (1997). Nesse ensaio, os isolados GM 03, GM 07 e GM 16 cresceram em placa de
Petri contendo MA2, por sete dias a 25°C no escuro. Em seguida, seis discos de micélio
foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL contendo 24g de grdo de sorgo,
previamente autoclavados (2 dias, 1h a 121 kgf). Ap6s infestado, os tubos com sorgo
foram incubados 15 dias a 25°C com fotoperiodo de 12h. Os vasos foram preparados
com uma camada de substrato composto por solo, areia e Carolina soil (1:1:1), seguido
por uma camada de grdos de sorgo e novamente por uma camada de substrato. As
mudas de tabaco, previamente cultivadas até o estadio fenolégico 1004, foram
transferidas para os vasos e acomodadas em casa de vegetacdo a 25°C. Adubacéo e
irrigacdo foram realizadas de acordo com a necessidade das plantas. As plantas foram
avaliadas diariamente durante 30 dias, caracterizando e foto documentando os sintomas
observados. Severidade e incidéncia foram avaliadas utilizando a escala diagramética na
qual a nota varia de 0-5, sendo, 0: auséncia de lesdo; 1: PontuacGes no local de
inoculacdo ou pequenas lesdes (<1cm); 2: lesbes intermediarias (lesdo 1-2cm); 3: lesbes
(lesdo 2,1-3cm); 4: lesdes (lesdo >3cm); 5: desfolha, murcha ou plantas mortas;
adaptadas de Bueno et al. (2014). Apds a conclusédo do teste aferimos a também o
comprimento, peso de massa fresca (MF) e seca (MS) de parte aérea e das raizes.
Também foi realizada a secgdo de aéreas sintomaticas e assintomaticas das plantas, para

a conclusao do postulado de Koch.
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Andlise estatistica

As analises estatisticas para comparar a viruléncia dos isolados testados, bem
como o efeito dos mesmos no comprimento das plantas, no peso de massa fresca e seca,
e no tamanho das lesGes, foi realizado no Software R para ambos os testes com F.
oxysporum e F. solani. Contudo, para as avaliagdes utilizando as notas provenientes das
escalas aplicadas nos testes, as comparacdes foram realizadas seguindo o teste Krustal-
Wallis, devido os dados ndo serem paramétricos. Para as andlises de comprimento, e
lesGes, foram realizadas a analise de variancia, considerando os pressupostos da Anova
pelos testes de Shapiro-Wilk (distribuicdo normal) e o teste de Bartlett (homogeneidade
de variancia). Sendo necessario p-value > 0,05 para se aceitar os pressupostos. Em
seguida os dados foram submetidos aos testes de médias Scott Knott para conferir a
existéncia de diferenca significativa entre os tratamentos e com base nisso, agrupar 0s

semelhantes.

3. Resultados
3.1 Obtencao de isolados e caracterizacdo morfoldgica

Foram recebidas seis amostras de tabaco (Nicotiana tabacum) do Rio Grande do
Sul e do Parana com sintomas de amareldo, destas obteve-se uma colecdo de 16
isolados, sendo 10 isolados com o morfotipo de F. solani, 6 de F. oxysporum. Foram
adicionados ao trabalho 4 isolados de F. oxysporum depositados na CML (Tabela 1).

Os isolados de Fusarium oxysporum apresentaram coloracdo de colénia bege, o
crescimento micelial apresentou um didmetro 1,2 cm por dia de cultivo em meio BDA,
incubados em BOD a 25°C no escuro. Microconidios produzidos no micélio aéreo em
monofialides apresentaram forma oval e elipsoidal, com nimero de septos variando de
0-2, variando 2-12 x 2 pm. Macroconideos produzidos no micélio aéreo e em
esporodéquio apresentaram forma cilindrica e falcada com célula pé bem desenvolvida,
namero de septos variando de 2-3, cujas dimensdes variaram entre 22-32 X 2 um. Em
meio SNA com folha de cravo produziram clamiddsporos e esporoddquio de coloracao
bege (Figura 1).

Os isolados de Fusarium solani apresentaram coloragdo de colbnia bege. O
crescimento micelial apresentou didmetro de 1 cm por dia de cultivo em meio BDA,
incubados em BOD a 25°C no escuro. Microconidios produzidos no micélio aéreo em
monofialides apresentaram forma oval e cilindrico, com nimero de septos variando de
0-1, com dimensdes variando entre 2-17 x 2 um. Macroconidios produzidos no micélio

aéreo e em esporodoquio apresentaram numero de septos variando de 2-3, formatos
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cilindrico, falcado, comprimento reduzido e regido ventral larga, 20-30 x 2-5 pm, e
célula pé bem desenvolvida. Em meio SNA com folha de cravo produziram

clamiddsporos e esporoddquio de coloragédo bege (Figura 2).

3.3 Teste de Patogenicidade
3.3.1 Teste de Patogenicidade com Fusarium oxysporum

Das plantas inoculadas com F. oxysporum, apenas as que receberam o
tratamento com o isolado CML 1784, induziram os sintomas tipicos de amareldo, que
consistem em murcha, amarelecimento lento das folhas, necrose e atrofia da parte aérea.
Os sintomas iniciaram-se 10 dias ap0s a inoculacdo (DAI), com pontuacdes enegrecidas
proximas as nervuras das folhas mais velhas de um lado da planta, nesse ponto ja era
possivel observar reducdo do crescimento em comparacdo com as plantas controle
(Figura 3 1).

As pontuaces, inicialmente progrediram para outras folhas e expandiram em
tamanho evoluindo para um crestamento foliar (Figura 3 J, K e N). Aos 25 DAI, foi
possivel observar a necrose nas folhas mais jovens e morte do meristema apical de
algumas repeticdes (Figura 3 O). Também foi observada a presenca de superbrotamento
na regido apical (Figura 3 M). Ao completar 30 DA, foi realizado corte longitudinal das
plantas para a observagéo de lesdes no sistema vascular, com isso foi observado necrose
generalizada dos tecidos internos desde a raiz principal atingindo o meristema apical e
as folhas das plantas inoculadas (Figura 3 A-B, E-F e P).

Nas plantas inoculadas o isolado GM 13, ndo foi possivel observar sintomas
tipicos de amareldo (Figura 3 C-D). No entanto, apartir de 10 DAI, ocorreu crescimento
reduzido das plantas tratadas em comparacdao com as plantas controle, o que resultou em
um quadro de atrofia. Em média os tratamentos Controle apresentaram 71 cm de altura
e 6,5 cm de largura do colmo, enquanto os tratamentos GM 13 e CML 1784
apresentaram 51 cm e 28 cm de altura, 4,5 e 3,2 cm de largura do colmo,
respectivamente (Figura 3 Q).

Aos 30 DAI, ao realizar o corte longitudinal na planta, foi possivel observar
escurecimento do tecido vascular a partir do colo, porém mais sutis em GM 13 quando
comparadas ao tratamento CML 1784. Ndo foram observados sintomas no tratamento

controle (Figura 3 A-F).
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3.3.2 Teste de Patogenicidade com Fusarium solani

Quanto a parte aérea os isolados GM 03 e GM 07 induziram atrofia nas plantas
inoculadas. Em média os tratamentos Controle apresentaram 38 cm de altura e 10 cm de
largura do colmo, engquanto os tratamentos GM 03 e GM 07 apresentaram largura de 33
cm e 19 cm, e largura do colmo de 9 e 7 cm, respectivamente. Mas apesar de o
tratamento GM 16 ndo ter induzido atrofia na parte aérea, 36 cm de altura e 10 cm de
largura do colmo, este induziu reducdo no crescimento das raizes 21 cm em comparagao
com tratamento controle 40 cm (Figura 4 K).

Apesar das plantas inoculadas com o isolado GM 16 ndo terem apresentado
nenhum sintoma de amarel&o, foi observado superbrotamento na insercdo da folha na
regido basal em uma das plantas inoculadas (Figura 4 I). O tratamento controle néo
apresentou nenhuma das alteracGes observadas nas plantas inoculadas com F. solani.
(Figura 4 A-H)

Apos corte longitudinal das raizes pode-se observar lesbes necroticas em todas
as plantas inoculadas, sintoma observado principalmente na area externa das raizes
(Figura 4 E-H). Os isolados GM 07 e GM 16 induziram lesdes em raizes primarias e
secundarias (figura 4 J). Entretanto, as lesdes induzidas por GM 07 foram as mais
severas, ocasionando podrid&o da raiz principal (Figura 4 F).

Foi possivel notar que apesar de as raizes do tratamento GM 16 apresentarem
lesBes estas eram mais vigorosas e exploraram mais da extensdo do vaso assim como as
plantas controle. Enquanto as raizes dos tratamentos GM 03 e GM 07, se concentraram

na regido mais superficial do vaso, além de serem menos vigorosas.

3.3.3 Anélise estatistica

Para os tratamentos com F. oxysporum, observamos nas analises nao
paramétricas com o teste Kruskal-Wallis, que o tratamento CML 1784 diferiu
estatisticamente do Controle e de GM 13, quanto as notas atribuidas aos sintomas na
parte aérea, a 5% de significancia (Figura 5). Quanto as notas atribuidas as lesbes no
sistema vascular, nas analises ndo paramétricas com o teste Kruskal-Wallis, o
tratamento CML 1784 e GM 13 diferiram estatisticamente do Controle, a 5% de
significancia (Figura 6). Nas analises de comprimento e massa fresca da planta, todos 0s
tratamentos diferiram estatisticamente entre si a um nivel de significancia de 5%. Os
tratamentos apresentaram agrupamentos diferentes destacando o tratamento CML 1784
COMO 0 que apresentou a menor comprimento e MF, e o tratamento controle o maior.
Para MS, a um nivel de significancia de 5%, os tratamentos CML 1784 e GM 13
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diferiram do tratamento controle, sendo o tratamento CML 1784 o que apresentou a
menor MS e o tratamento controle a maior (Tabela 2).

Nas notas atribuidas aos sintomas da parte aérea do ensaio com os isolados de F.
solani, observamos nas analises ndo paramétricas com o teste Kruskal-Wallis, que os
tratamentos GM 03 e GM 07 diferiram estatisticamente do controle e de GM 16, a 5%
de significancia (Figura 6). Quanto as notas atribuidas as lesées no sistema radicular, as
anélises ndo paramétricas com o teste Kruskal-Wallis, o tratamento GM 07 diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos, a 5% de significancia (Figura 7).

Nas analises de comprimento da parte aérea, os isolados de F. solani diferiram
estatisticamente do tratamento controle, a um nivel de significancia de 5%. Quanto ao
comprimento das raizes, os tratamentos apresentaram agrupamentos diferentes
destacando o tratamento GM 07 com 0 menor 0 comprimento de raizes, 0s tratamentos
GM 03 e GM 16 comprimentos de raiz intermediario e o controle 0 maior comprimento.
Quanto ao peso de massa fresca da parte aérea e das raizes, o tratamento GM 07 diferiu
dos demais a um nivel de significancia de 5%. Enquanto a massa seca da parte area e
das raizes, os tratamentos GM 03 e GM 07, diferiram dos tratamentos controle e GM 16
(Tabela 3).

4 Discussao

Por definicéo, fala-se de uma "sindrome" quando em conjunto de sintomas e
sinais caracteriza um patossistema especifico." De acordo com a literatura, espécies de
Fusarium, Rhizoctonia solani, Pythium sp. e Phytophthora sp. séo considerados agentes
etiolégicos do amareldo no tabaco (Tjamos et al. 2006; Alves-Santos et al. 2013;
Rodriguez-Molina et al. 2013; Souza Cruz 2007; Mercado Cardenas et al. 2015),
trataremos o amareldo como uma sindrome. Neste estudo, foram obtidos a partir de
amostras sintomaticas provenientes dos estados da regido Sul do Brasil, apenas
representantes dos complexos FOSC e FSSC, cujos marcadores morfolégicos sdo
monofialides curtas e longas respectivamente (Leslie e Summerell 2006).

Dentro do género Fusarium, os complexos FOSC, FSSC e FSAMSC séao
relatados em associagdo com o tabaco na Argentina, China, Espanha, Estados Unidos e
Grécia (Tjamos et al. 2006; Wang et al. 2013; LaMondia 2015; Cardenas et al. 2015;
Berruezo et al. 2018; Yang et al. 2020). No Brasil, esse é primeiro estudo com foco em
esclarecer a etiologia da doenca e nesse primeiro momento, baseados em marcadores

morfologicos, sendo necessario realizar analises de filogenia molecular para identificar
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quais as espécies dentro dos complexos FOSC e FSSC sdo 0s agentes causais dessa
sindrome no pais.

Os isolados de F. oxysporum induziram inicialmente clorose, necrose, pequenas
pontuacdes de coloracdo amarronzada e crestamento. Os sintomas evoluiram para
murcha e necrose generalizada dos tecidos levando a morte das plantas. Essa
sintomatologia estd de acordo com o que foi relatado para F. oxysporum em outros
paises. (Tjamos et al. 2006; LaMondia 2015).

Para F. solani, é atribuida a inducdo de sintomas como descoloracdo vascular e
necrose da raiz principal e podriddo das raizes (Berruezo et al. 2018; Yang et al. 2020),
no entanto, embora os trabalhos descrevam os sintomas induzidos pelo patégeno, ndo ha
Imagens que possam ser usadas como referéncia para os sintomas descritos. O ensaio
conduzido com os isolados GM 03, GM 07 e GM 16, ndo apresentou todos os sintomas
caracteristicos de acordo com a literatura, sendo possivel observar apenas atrofia,
constatada por meio da afericdo do comprimento, MF e MS da parte aérea e raizes,
lesGes e podridao nas raizes. As plantas inoculadas apresentaram também escurecimento
do tecido externo das raizes e diminuicdo em sua quantidade quando comparadas ao
controle. Esses resultados podem ter sido influenciados devido a baixa pressdo de
inéculo e/ou a lignificacdo dos tecidos das mudas, que estavam no estadio fenoldgico
1004. Outro fator que pode ter influenciado os resultados obtidos é o tempo de
avaliacdo dos experimentos, o qual foi finalizado 30 dias ap6s a inoculagéo.

A sintomatologia relatada e atribuida até 0 momento a sindrome do amarelao,
consiste em amarelecimento lento, murcha em um dos lados da planta, além de
podrid@o, necrose, descoloragdo do sistema vascular e pontuacdes amarronzadas nas
folhas (Tjamos et al. 2006; Wang et al. 2013; LaMondia 2015; Berruezo et al. 2018;
Yang et al. 2020). Nesse trabalho, foi possivel observar que os isolados de F.
oxysporum foram os responséveis por induzir os sintomas tipicos da sindrome, sendo o
isolado CML 1784 mais virulento que o isolado GM 13.

Enquanto os isolados de F. solani induziram a atrofia da parte aérea da planta,
esse sintoma resulta das les6es induzidas pelo fungo no sistema radicular. Dentre 0s
isolados testados, GM 07 foi o mais virulento por induzir podriddo nas raizes, em
compara¢do com os demais isolados. Os sintomas induzidos em comum por F.
oxysporum e F. solani sdo atrofia, murcha e necrose, ambos observados a partir do

estadio fenoldgico 1005.
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5 Perspectivas futuras

Quanto as espécies de Fusarium, realizar analise de filogenia molecular
utilizando genes barcode tefl e rpb2, para esclarecer quais representantes dos
Complexos FOSC e FSSC sdo os agentes causais da sindrome do amareldo. Avaliar se
existe efeito misto quando as plantas sdo submetidas a inoculagcdo simultanea de F.
oxysporum e F. solani. E avaliar se existe transmissdo de Fusarium por meio de
sementes.

Obter mais isolados de areas produtoras, para analisar e caracterizar a
morfologia, sintomatologia induzida por Rhizoctonia e Pythium em tabaco, candidatos a

agentes causais da sindrome do amarel&o do tabaco.
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Tabela 1 Isolados de Fusarium obtidos de Nicotiana tabacum

Cddigo de Morfotipo Origem

trabalho

GMO01.1 F. solani S&o Jodo do Triunfo, PR
GMO01.2 F. falciforme  Sé&o Jodo do Triunfo, PR
GMO01.3 F. solani S&o Jodo do Triunfo, PR
GM 03 F. martii S&o Jodo do Triunfo, PR
GM 04 F.suttoniana  Reboucas, PR

GM 05 F. solani Rebougas, PR

GM 06 F. solani Reboucas, PR

GM 07 F. solani Teixeira Soares, PR

GM 16 F. solani Sé&o Lourengo do Sul, RS
GM 15 F. solani Chuvisco, RS

GM 08 F. oxysporum  S&o Jodo do Triunfo, PR
GM 09 F. oxysporum  S&o Jodo do Triunfo, PR
GM 10 F. oxysporum  S&o Jodo do Triunfo, PR
GM 12 F. oxysporum  Teixeira Soares, PR

GM 13 F. oxysporum  Reboucas, PR

GM 17 F. oxysporum  Chuvisco, RS

CML 1779 F. oxysporum  Santa Cruz do Sul, RS
CML 1778 F. oxysporum  Santa Cruz do Sul, RS
CML 1783 F. oxysporum  Santa Cruz do Sul, RS
CML 1784 F. oxysporum  Santa Cruz do Sul, RS

GM= Gabriel Miguel
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Tabela 2 Analise estatistica do comprimento, da massa fresca e seca de plantas de
tabaco inoculadas com F. oxysporum

Tratamentos ~ Comprimento (cm)* MF (g)** MS (g)**

Controle 71,2 a 185,0 a 53,3 a
CML 1784 27,8 c 242 c 4,2 b
GM13 50,8 b 1058 b 19,2 b

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05)
** Abreviagdes: MF - Massa Fresca; MS - Massa seca
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Tabela 3 Analise estatistica do comprimento, da massa fresca e seca da parte aérea e raizes de plantas de tabaco inoculadas com F. solani

Tratamentos Con;g;gtzg;[ﬁ)garte MF p(zr)tf*aerea MS pgr)tf*aerea $22 gs“(T;r)]io MF raizes (g)** MS raizes (g)**

Controle 36,0 a 188,8 a 67,5 a 40,4 a 90,0 a 12,5 a
GM 03 33,8 a 132,5 a 33,8 b 27,5 b 63,8 a 7,5 b
GM 07 21,0 b 56,3 b 7,5 b 16,7 b 27,5 b 2,6 b
GM 16 37,3 a 186,3 a 73,8 a 23,75 c 72,5 a 12,5 a

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05)
** Abreviagdes: MF - Massa Fresca; MS - Massa seca



Figura 1 Fusarium oxysporum A-B Col6nia em BDA; C Falsas cabegas em micélio
aéreo; D Macro e microconideos; E Clamidosporo; F-G Monofialides
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Figura 2 Fusarium solani A-B Coldnia em BDA,; C Falsas cabecas em micélio aéreo;
D-E macroconideos; e microconideos; F Clamidésporo; G Monofialide
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Figura 3 A-F Planta e corte para avaliagdo de sintomas no sistema vascular: A-B
Tratamento CML 1784 apresentando necrose; C-D Tratamento controle sem sintomas;
E-F Tratamento GM 13 apresentando necrose; G Folha sadia; H-O Folhas sintomaticas
do tratamento CML 1784: H-1 Pontuagdes enegrecidas em estagio inicial e avangado
respectivamente, J Necrose nas nervuras secundarias, K Clorose e murcha da folha, L
Clorose em um dos lados da folha, M Superbrotamento na regido apical, N
Crestamento foliar, O Folha jovem sintomatica; P Comparacdo da nervura central de
folha sadia e folha inoculada; Q Representantes dos tratamentos em vaso, GM 07,
Controle e GM 13 (da esquerda para direita).
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Figura 4 A-D Plantas de Nicotiana tabacum: A Tratamento Controle sem sintomas, B
Tratamento GM 07, C Tratamento GM 03, D Tratamento GM 16; E-H Colo de plantas
de Nicotiana tabacum: E Tratamento Controle sem sintomas, F tratamento GM 07
apresentando podriddo no sistema radicular; G Tratamento GM 03 apresentando leséo
radicular, H Tratamento GM 16 apresentando les&o radicular; 1 Superbrotamento na
inser¢do das folhas na regido basal da planta inoculada com GM 16; J Lesdo na raiz
secundaria das plantas inoculadas com GM 16; K Representantes dos tratamentos em
vasos, Controle, GM 16, GM 03 e GM 07 (da esquerda para a direita).
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Kruskal-Wallis, %%(2) = 16.48, p = 0.00026, n = 18

Nota

a b c

Figura 5 Analise estatistica das notas atribuidas aos sintomas na parte aérea induzidos
por F. oxysporum, sendo a Controle; b CML 1784; ¢ GM 13
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Kruskal-Wallis, X2(2) =15.56, p =0.00042, n = 19
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Figura 6 Andlise estatistica das notas atribuidas aos sintomas induzidos por F.
oxysporum no sistema vascular, sendo a Controle; b CML 1784; ¢ GM 13
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Kruskal-Wallis, %%(3) = 15, p = 0.0018, n = 16

0.5

0.0

a b c
Trat

d

Figura 7 Analise estatistica das notas atribuidas aos sintomas na parte aérea induzidos

por F. solani, sendo a Controle; b GM 03; ¢ GM 07; d GM 16
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Kruskal-Wallis, X2(3) =12.78, p =0.0051, n =16
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Figura 8 Analise estatistica das notas atribuidas aos sintomas induzidos por F. solani
no sistema radicular, sendo a Controle; b GM 03; ¢ GM 07; d GM 16
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