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PODRIDAO RADICULAR DA MANDIOCA: METODOLOGIAS DE
INOCULACAO E SELECAO DE FONTES DE RESISTENCIA

Autora: Camila Santiago Hohenfeld
Orientador: Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira
Coorientador: Prof. Dr. Saulo Alves Santos de Oliveira

Resumo: Para o0 sucesso na avalicdo de genotipos de mandioca com resisténcia
a podridédo radicular é imprescindivel o conhecimento das condi¢Bes favoraveis
para o0 crescimento e reproducdo dos patdgenos envolvidos para o
estabelecimento de metodologias eficientes de selecdo. Assim, o objetivo desse
estudo foi desenvolver procedimentos metodologicos para avaliacdo precoce do
nivel de resisténcia em diferentes genétipos de mandioca. Foi determinada a faixa
Otima de crescimento e agressividade de isolados causadores de podridao negra
e seca; bem como o crescimento micelial e esporulacdo em diferentes meios de
cultura; e a influéncia da temperatura na severidade da doenca. O meio BDA
(batata — dextrose — agar) possibilitou maior crescimento micelical e esporulacao
dos patdégenos. Para podriddo seca (PS) e podriddo negra (PN), a faixa 6tima de
crescimento dos isolados foi 26 £ 2 °C e 32 % 2 °C, respectivamente, enquanto
gue para esporulacao e severidade dos sintomas a faixa foi de 26 +2 e 32 + 2 °C,
respectivamente. Foram utilizadas inoculacbes baseadas em imerséao de tecidos
em suspensdo de esporos, e infestacdo de solo, como também metodologias de
inoculacdo em tecido destacado. A infestacdo do solo possibilitou maior reducéo
do peso e volume de raizes, porém nédo diferiu da imersdo da maniva para o0s
parametros reducdo da parte aérea e indice de doenca. Observou-se forte
correlacdo positiva entre PN na haste e PS na haste (r = 0,94, P= 0,001); PS na
casca e na polpa da raiz (r = 0,73, P = 0,01), e correlacdo moderada entre PN na
haste e PN na casca da raiz (r = 0,56, P = 0,05). Observou-se que a resisténcia
em cada tecido é aparentemente independente e que deve ser comparada com a
severidade da podridao radicular em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, melhoramento genético, Fusarium

solani, Neoscytalidium hyalinum.



CASSAVA ROOT ROT DISEASE: INOCULATION METHODOLOGIES AND
SELECTION OF SOURCES OF RESISTANCE

Author: Camila Santiago Hohenfeld
Advisor: Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira

Co-advisor: Prof. Dr. Saulo Alves Santos de Oliveira

Abstract: To succeed in the evaluation of cassava genotypes with resistance to
root rot disease, the knowledge of most favorable conditions for growth and spore
production of causal agent is essential to establish efficient selection methods.
The objective of this study was to develop methodological procedures for early
assessment of the resistance level in different cassava genotypes. The optimal
range of growth and aggressiveness of isolates that were responsible for black
root rot and dry root rot were determined as well as the mycelial growth and
sporulation in culture media; and also the influence of temperature on the severity
of the disease. The PDA medium (potato - dextrose - agar) allowed greater
mycelial growth and sporulation of the pathogens. For dry root rot (PS) and black
root rot (PN), the optimal temperature for growth of the isolates was 26 + 2 °C and
32 £ 2 °C, respectively, while for sporulation and severity of symptoms the range
was from 26 £ 2 and 32 = 2 °C, respectively. Inoculations were used based
immersion of the tissue on spore suspension and soil infestation, as well as
inoculation methodologies in detached tissue. The soil infestation allowed greater
reduction in weight and volume of the roots, but did not differ from cuttings
immersion for the reductions of the aerial part and disease index. A strong positive
correlation was observed between PN and PS on the stem (r = 0,94, P = 0,001);
PS peel and root pulp (r = 0,73, P = 0,01) and moderate correlation between PN
and PN in the root peel (r = 0,56, P = 0,05). It was observed that the resistance of
each tissue is apparently independent and should be compared with the severity
of root rot in field conditions.

Keywords: Manihot esculenta Crantz, breeding, Fusarium solani, Neoscytalidium

hyalinum.



INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), pertence a classe Magnoliopsida,
ordem Euphorbiales, familia Euphorbiaceae e ao género Manihot, para o qual
foram identificadas 98 espécies (ORLANDIN; LIMA, 2014). No Brasil, foram
encontradas cerca de 76 espécies (66 endémicas) (CORDEIRO et al., 2014), o
que representa 80% da diversidade conhecida (ALLEM, 2002); seguido do
México, com 17 espécies. A maioria das espécies do género ocorre na América
do Sul, onde colonizaram ambientes sazonalmente secos (DUPUTIE et al., 2011)
engquanto que um centro secundario de diversidade do género ocorre na Ameérica
Central e no México (OLSEN, 2004). A espécie M. esculenta € a Unica cultivada
comercialmente, por apresentar raizes tuberosas ricas em amido, tendo portanto,
ampla utilizacdo na alimentacdo humana e animal (FIALHO; VIEIRA, 2011).

Embora os estudos com marcadores moleculares sobre a origem da
espécie cultivada e a filogenia do género ainda ndo sejam conclusivos (CHACON
et al., 2008), acredita-se que a domesticacdo da M. esculenta tenha ocorrido na
América Latina, sendo em seguida levada para o continente africano e
subsequentemente para o asiatico (ALLEM, 2002).

As plantas de mandioca s&o diploides (2n = 36 cromossomos) e
apresentam um metabolismo intermediario entre C3 e C4 (El SHARKAWY et al.,
1989; RAFFAILAC; SECOND, 2001; CARVALHO; GUERRA, 2002). Normalmente
sdo propagadas vegetativamente, embora tenham uma reproducdo sexuada
ativa, com a presenca de inflorescéncias masculinas e femininas separadas numa
mesma planta (mondica), além de uma protoginia bastante acentuada, o que
favorece a polinizacdo cruzada (alégama) (GRANER, 1942), mantendo e
aplificando a variabilidade genética que pode ser explorada por programas de
melhoramento genético da espécie (SILVA, 2001). Porém, fatores como
variedade, clima, solo e idade das plantas podem alterar substancialmente a
guantidade de sementes produzidas (MONTEIRO et al., 1984).

A mandioca é uma cultura alimentar tropical amplamente cultivada na
Africa, Asia e América Latina (Figura 1), totalizando em média, 450 milhdes de
toneladas por ano (FAO, 2013). No Mundo é a quarta maior fonte de energia
alimentar, por ser uma importante fonte de carboidratos, tendo com isso grande

importancia socioecondmica (NASSAR; ORTIZ, 2007). A mandioca possui uma
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ampla adaptacao a diversas condi¢des de clima e um rendimento satisfatério em
solos de baixa fertilidade, nos quais normalmente € cultivada, sendo relevante
para a seguranca alimentar, principalmente para agricultura de subsisténcia
(ANDRE; SANTOS, 2012). As suas folhas possuem um elevado teor de proteina,
superior até ao das forrageiras tropicais, assim, ndo s6 a raiz, mas a parte aérea
também pode ser utilizada como fonte de alimento (ANDRE; SANTOS, 2012).
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Figura 1. Area colhida de mandioca mundialmente (ha/km?2). Fonte: FAO, 2013.

A mandioca € cultivada em todos os estados brasileiros, devido a sua facil
adaptacdo. Em termos de area cultivada, apresenta-se entre os dez primeiros
produtos agricolas do pais, ocupando a quinta posicdo, em volume de producdao.
A demanda pela mandioca vem aumentando, principalmente pelas industrias, e
estima-se que, apenas ha producao de farinha e fécula, sejam gerados no Brasil
mais de um milh&o de empregos diretos (EMBRAPA, 2003).

Nos ultimos 25 anos, o menor valor bruto de producdo de mandioca no
Brasil foi registrado em 1996, com aproximadamente 17 milhdes de toneladas,
sendo o maior registro de producéo feito entre 2005 — 2008, onde foram colhidos
mais que 25 milhdes de toneladas por ano (Figura 2). A partir do ano de 2011,
devido a problemas climaticos, principalmente no Nordeste, as Regides Norte e
Sul comecaram a despontar maiores produtores (CONAB, 2015). Contudo, a
producd@o nacional de raiz de mandioca estéd se recuperando; no ano de 2015, o
Brasil produziu aproximadamente 23,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2015), sendo

classificado como quarto maior produtor mundial, ficando abaixo apenas da
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Nigéria, Indonésia e Tailandia (FAO, 2015). O estado que se destaca como maior
produtor de mandioca € o Pard (4,8 milhdes de toneladas) (SEAB, 2015) cuja
principal finalidade é a producédo da farinha (SANTANA et al., 2010). Porém, a
maior concentracdo de industrias de fécula do pais esta localizada no estado do
Parana (FELIPE et al., 2013) onde a producdo também é expressiva, sendo 3,87
milhdes de toneladas produzidas em 2014, é o segundo estado maior produtor do
Brasil (SEAB, 2015).
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Figura 2. Evolucdo da producdo de raiz de mandioca 1990-2015: Brasil e
Grandes Regides (milhdes de toneladas). Fonte: IBGE (2015).

Apesar do destaque na producdo mundial, a expansao da mandiocultura é
dificultada pela ocorréncia de estresses de origem abibtica (ex. deterioracao
fisiol6égica pds-colheita) e de origem bidtica (insetos, acaros e microrganismos)
(BORGES et al., 2002), baixa produtividade de raizes em comparacdo com o
potencial da cultura (FELIPE et al., 2013) e principalmente a baixa disponibilidade
de variedades resistentes a pragas e doencgas.

Varias doencas podem afetar a produtividade da mandioca em todos os
paises produtores, dentre elas estdo doencas causadas por virus, como 0 Vvirus
do mosaico africano (African cassava mosaic virus), 0 virus do mosaico das

nervuras (Cassava vein mosaic virus), mosaico comum (Cassava common mosaic
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virus), CBSD (Cassava Brown Streak Disease); causadas por bactéria, como a
bacteriose  (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis), e fitoplasma
(superbrotamento), ou mesmo com etiologia duvidosa, como € o caso do couro de
sapo (Cassava frogskin disease), e por fungos, como a antrachose
(Colletotrichum gloeosporioides) e podridao radicular, sendo esta ultima causada

por uma ampla diversidade de espécies de patdgenos.

Podrid&o radicular

A podridao radicular vem se tornando uma doenca de alto impacto
econdbmico e social nos principais paises produtores do continente africano
(ONYEKA et al.,, 2005a) e no Brasil (SERRA et al., 2009), pois provoca queda
progressiva na produtividade da mandioca, com relatos de perdas de até 100% na
produtividade de raizes (MOSES et al., 2007), além de inutilizar as &reas para
plantio ao longo dos ciclos da cultura (NOTARO, 2013). Por serem patégenos
habitantes do solo e afetarem principalmente as raizes tuberosas, o efeito do
apodrecimento pode ser camuflado até a colheita, ja que a planta de mandioca
tem um extenso sistema radicular, podendo permanecer de pé€, apesar de uma
parcela significativa de suas raizes estarem podres (MSIKITA et al.,, 2005;
BANDYOPADHYAY et al., 2006).

As espécies de fitopatdgenos ja descritas como associadas a podridao
radicular em mandioca sdo: Neofusicoccum mangiferae (=Nattrassia mangiferae);
Lasiodiplodia (Botryodiplodia) theobromae; Fusarium spp. (ex. F. solani, F.
verticillioides e F. oxysporum); Nectria mauriticola (=Spherostilbe repens);
Macrophomina phaseolina; espécies de Phytophthora e Pythium; Rosellinia
necatrix; Armillaria mellea; Rigidoporus microporus (=Rigidoporus lignosus);
Sclerotium rolfsii; Scytalidium sp.; além de Lasiodiplodia spp. e Neoscytalidium
hyalinum (FUKUDA, 1991;MASOLA; BEDENDO, 2005; ONYEKA et al., 2005g;
MSIKITA et al., 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2006; AIGBE; REMISON, 2009;
SENTHIL et al. 2013a; GUO et al. 2012; MACHADO et al., 2014).

Existem relatos da presenca de duas ou mais espécies associadas a
podridédo radicular em uma mesma éarea de cultivo da mandioca (MSIKITA et al.,
2005; BANDYOPADHYAY et al., 2006; BUA; OKELLO, 2011; VILAS BOAS et al.
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2016), e elas podem diferir quanto a sua capacidade de colonizacdo e por
conseguinte, na agressividade (ONYEKA et al., 2005c).

A podridédo da raiz pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento
das plantas de mandioca, normalmente classificada como podriddo seca,
podriddo mole ou podriddo negra. Os sintomas séo bastante distintos em fungéo
dos agentes causais (Figura 3) e sua ocorréncia durante a estacdo seca ou
estacdo chuvosa (BANDYOPADHYAY et al., 2006). Tecidos de plantas infectadas
por uma espécie de Fusarium, por exemplo, muitas vezes apresentam lesdes de
coloragéo rosea, amarelo ou marrom claro, enquanto que o tecido infectado com
Lasiodiplodia theobromae normalmente é marrom escuro, acinzentado ou preto
(AKINYELE; IKOTUN, 1988).

Casca ’ Polpa | Haste ’ Casca ‘ Polpa | Haste

Podriddo Negra Podridao Seca

Figura 3. Sintomas incitados pela podriddo negra e podriddo seca em diferentes
tecidos da mandioca. Fonte: Camila Hohenfeld.

As principais espécies causadoras de podriddo negra no Brasil pertencem
a familia Botryosphareacea, entre eles, Lasiodiplodia spp., Neoscytalidium
hyalinum e Neofusicoccum mangiferae (=Nattrassia mangiferae) (MSIKITA et al.,
2005; MACHADO et al., 2014) que afetam a raiz e o caule da mandioca,
provocando uma redugéo na brotagdao das manivas (MASOLA; BEDENDO, 2005).

A podriddo seca, no Brasil, estd associada a espécies do género Fusarium (F.
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graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum, F. oxysporum e F. solani) (dados
ndo publicados), provoca estrias nas raizes, queda das folhas, amarelecimento,
seca, murcha parcial ou total foliar e a consequente morte das plantas (FIALHO;
VIEIRA, 2011).

Sao indicadas como medidas de controle a rotacdo de culturas, manejo
fisico do solo, o uso de microrganismos antagbnicos, plantio em &areas bem
drenadas, utilizacdo de manivas provenientes de areas sem ocorréncia da doenca
e destruicdo do material vegetal originario de areas infestadas (CASTILHO et al.,
1990; FUKUDA, 1993; FIALHO; VIEIRA, 2011). Porém, a abordagem mais
econdmica e confidvel para manejar as podriddes radiculares da mandioca se

baseia no plantio de variedades resistentes (ONYEKA et al., 2005b).

Melhoramento genético para resisténcia a patdégenos causadores de
podridao radicular

O principal foco da pesquisa relacionada ao melhoramento genético da
mandioca nas Ultimas trés décadas foi a busca por variedades resistentes as
diversas pragas e doencas (HAHN et al., 1989; CEBALLOS et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2013; CARMO et al., 2015; VILAS-BOAS et al., 2016). Apesar do
alto custo de coleta e as dificuldades de manutencdo de germoplasma, a
variabilidade genética da mandioca vem sendo mantida e explorada em diversos
bancos de germoplasma (CEBALLOS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014), porém,
a avaliacdo rigorosa e continua do germoplasma de mandioca quanto a
resisténcia a doencas é um dos requisitos basicos para a implementacéo efetiva e
sustentada de um programa integrado de manejo de enfermidades (FOKUNANG
et al., 2000).

Atualmente, o germoplasma de mandioca encontra-se mantido em
cole¢cbes de trabalho e bancos ativos, distribuido em diferentes instituicoes
nacionais e internacionais. Em nivel internacional, a cole¢cdo do género Manihot
do Programa de Recursos Genéticos (PRG) do Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), na Colombia, & considerada a mais importante em
todo o mundo, pelo nimero de materiais armazenados, coletados em diversas

areas geograficas.
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No Brasil, destaca-se a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-
EMBRAPA, detentora de sete Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) de
mandioca, com a finalidade de contribuir para o conhecimento e a preservacao da
cultura, com atividades de resgate, caracterizacdo e banco de dados de recursos
genéticos. A Embrapa Mandioca e Fruticultura, situada em Cruz das Almas/BA,
possui 0 maior banco ativo de germoplasma de mandioca do Brasil, com mais de
1.500 acessos em campo e 300 in vitro, além de uma colecdo de espécies
silvestres de Manihot com 600 acessos (EMBRAPA/ALELO, 2015).

Considerando que a podridao radicular atinge diretamente o produto
comercial da mandioca (AIGBE; REMISON, 2009), é importante que se faca um
screening dos acessos disponiveis em bancos de germoplasma, quanto a
resisténcia a podriddo radicular, para que se possam identificar genotipos
superiores, de modo a garantir a produtividade em areas infestadas por estes
patégenos.

No Brasil, as variedades BRS Kiriris e BRS Aramaris (sin= Cigana Preta),
foram selecionadas no Nordeste brasileiro, como fontes de resisténcia a podridao
de raizes (FUKUDA, 2002), porém ndo se sabe ao certo se sdo variedades
resistentes a todos os grupos de patégenos ou a um grupo especifico. Além do
mais, € possivel que os mecanismos de resisténcia dos tecidos da mandioca
sejam independentes, e assim, a selecéo de resisténcia com base apenas em um
desses tecidos pode nédo ser completamente eficaz em outro (VILAS-BOAS et al.,
2016). Trabalhos em busca de variedades resistentes a podriddo radicular ja
foram desenvolvidos com uso de diferentes tecidos da planta, como raiz
destacada, discos de raiz, haste e folha (BARRAGAN; ALVAREZ, 1998; MSIKITA
et al., 2005; ONYEKA et al., 2005a; ONYEKA et al., 2005c; SENTHIL et al. 2013b;
OLIVEIRA et al., 2013; VILAS-BOAS et al., 2016) onde foram indicados niveis
diferentes de resisténcia a podriddo mole, seca e negra, separadamente. Porém,
devido a presenca de duas ou mais espécies em areas infestadas, € essencial
que a selecdo de genodtipos seja baseada na busca de fontes com resisténcia
multipla aos diferentes patdogenos causadores de podridao radicular.

Diante dessa realidade, € necessario o desenvolvimento de metodologias
de inoculagdo que permitam uma avaliacdo conjunta dos principais patégenos

causadores de podriddo radicular. Contudo, para o sucesso dessa selegéo, é
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imprescindivel um estudo que distinga perfeitamente as condigbes 6timas para a
sobrevivéncia e reproducdo de cada espécie associada a doenca, identificar se
existe diferenca entre a agressividade desses patdgenos, e consequentemente,
se h& diferenca na severidade da doenca provocada pelos diferentes grupos

incitadores de podridao radicular no Brasil.
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CRESCIMENTO MICELIAL E ESPORULACAO DE Fusarium spp. E
Neoscytalidium hyalinum E SUAS IMPLICACOES NA SEVERIDADE DA
PODRIDAO RADICULAR DA MANDIOCA

O artigo sera submetido ao comité editorial do periodico cientifico Scientia Agricola
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CRESCIMENTO MICELIAL E ESPORULACAO DE Fusarium spp. E
Neoscytalidium hyalinum E SUAS IMPLICACOES NA SEVERIDADE DA
PODRIDAO RADICULAR DA MANDIOCA

Resumo: A podriddo radicular, causada por um complexo de patégenos
habitantes do solo, é uma das doencas mais destrutivas da cultura da mandioca,
sendo a utilizacdo de plantas resistentes a ferramenta mais eficaz no manejo
desta enfermidade. Para a obtencdo de plantas com resisténcia a patégenos, é
primordial o conhecimento das condi¢cdes étimas para o seu desenvolvimento, e
como estas afetam a severidade das doencgas incitadas. Desta forma, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito da temperatura e do meio de cultura no
crescimento micelial, na producdo de conidios, e na severidade dos sintomas
causados por Fusarium spp. e Neoscytalidium hyalinum, causadores de podridao
seca e negra, respectivamente. Foi determinada a faixa 6tima de crescimento e
agressividade dos isolados em cinco temperaturas (10, 15, 25, 30, 35°C); o
crescimento micelial e esporulacdo dos isolados em diferentes meios de cultura
(BDA e SNA); e a influéncia da temperatura na severidade da doencga. Os
isolados de podriddo negra foram mais agressivos que os isolados de podridéao
seca. Para os causadores de podriddo seca da mandioca, a temperatura 6tima de
crescimento foi de 24 a 28 °C, enquanto a temperatura 6tima de esporulacdo foi
de 25 °C até 32 °C. Para os agentes causais da podriddo negra, a faixa 6tima de
crescimento e esporulagéo variou de 30 a 34 °C. O meio BDA possibilitou o maior
crescimento micelical e esporulacdo para ambos os grupos de doencas. A
temperatura que possibilitou a maior severidade da podriddo negra foi 32 °C,
enquanto para podridao seca, as temperaturas de 25 e 32 °C néao diferiram entre
si. Esse €& o primeiro trabalho para definicdo das condicbes Otimas de
desenvolvimento dos agentes causais da podriddao radicular da mandioca e as
suas implicacdes no progresso da doenca.

PALAVRAS CHAVE: Manihot esculenta Crantz; temperatura, meio de cultura,

agressividade, patégenos habitantes de solo.
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MYCELIAL GROWTH AND SPORULATION OF Fusarium spp. AND
Neoscytalidium hyalinum AND ITS IMPLICATIONS IN THE SEVERITY OF
CASSAVA ROOT ROT

Abstract: Root rot, caused by a complex of soil-borne pathogens, is one of the
most destructive diseases of cassava, being genetic resistance the major strategy
in the disease management. To obtain plants resistant to pathogens is essential
the knowledge of optimum conditions for the development of pathogens and how
these affect the severity of the incited diseases. The aim of this study was to
evaluate the effect of the temperature and culture media in mycelial growth,
conidial production, and severity of symptoms caused by Fusarium spp. and
Neoscytalidium hyalinum causing dry and black cassava root rot, respectively. The
optimum range of growth and aggressiveness of isolates into five temperatures
(10, 15, 25, 30, 35 ° C); the mycelial growth and sporulation of the isolates in
different culture media (potato dextrose agar - PDA and Synthetic Nutrient Agar
SNA); and the influence of temperature on the severity of the disease were
evaluated. Isolates from black root rot were more aggressive than dry root rot
isolates. For dry cassava root rot, the optimum growth temperature was 24 to 28 °
C, while the optimum sporulation temperature was 25 ° C to 32 ° C. For black
cassava root rot, the optimum range of growth and sporulation was 30 to 34 ° C.
The PDA media allowed the high mycelial growth and sporulation for dry and black
root rot. High severity of black root rot was observed at 32 ° C while 25 and 32 ° C
did not differ for dry root rot. This is the first report defining the optimal growth
conditions of the causal agents of cassava root rot and its implications on the

progress of the disease.

Key words: Manihot esculenta Crantz; temperature, culture media, virulence, soil-

borne disease.
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INTRODUCAO

A podridéo radicular da mandioca tem sido relatada no Brasil desde 1945
(CAMPOS; PICKEL, 1945), porém, nos ultimos anos, a sua ocorréncia e
severidade vém aumentando em diferentes regibes brasileiras produtoras
(SERRA et al., 2009) reduzindo o desempenho produtivo da cultura, uma vez que
0s prejuizos podem chegar a 80% da producdo (BANDYOPADHYAY et al., 2006).
Essa enfermidade é causada por diferentes espécies de patdégenos habitantes de
solo, e a depender da espécie associada a doenca, os sintomas expressos nas
raizes tuberosas podem ser uteis na distingdo dos patdgenos envolvidos
(BANDYOPADHYAY et al., 2006).

A podridao negra resulta em lesbes com coloragao preta ou acinzentada e
tem sido associada as espécies de Lasiodiplodia (=Botryodiplodia) theobromae e
Scytalidium lignicola (ONYEKA et al., 2005a; MSIKITA et al.,, 2005), porém,
recentemente, Machado et al. (2014) verificaram que a indicacdo de Scytalidium
lignicola como o agente causal da podriddo negra, no Brasil, deve ser revista com
base na analise molecular, pois varias espécies anteriormente identificadas como
Scytalidium foram classificadas no género Neoscytalidium. Por outro lado, a
podriddo seca, caracterizada por lesbes amareladas ou amarronzadas, tem sido
atribuida a espécies do género Fusarium (Ex: F. oxysporum, F. solani, F.
graminearum, F. verticillioides e F. proliferatum) (dados n&o publicados).

Diferentes medidas de manejo podem ser utilizadas a fim de evitar as
perdas causadas pelas doencas radiculares. Diversos trabalhos recomendam o
uso do controle biolégico (UBALUA; OTI, 2007; LOUZADA et al., 2009), inducéo
da supressividade do solo com incorporacdo de matéria organica (SILVA et al.,
2013), rotacdo de cultura (REIS et al., 2011), e controle quimico e fisico
(FISCHER et al., 2005) como medidas gerais de manejo de patdgenos
causadores de podriddes de raizes em diferentes culturas.

A utilizacdo de cultivares resistentes a diferentes patdégenos tem sido a
pratica de manejo mais eficaz, por garantir maior sustentabilidade ao sistema de
producdo (ONYEKA et al., 2005b) e por ser considerado o principal insumo
tecnolégico utilizado pelos agricultores na cultura da mandioca. Por outro lado,

apesar dos esfor¢cos dos programas de melhoramento genético, poucas sao as
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variedades de mandioca com resisténcia a podriddo radicular disponiveis no
Brasil.

Um dos maiores gargalos na selecdo de genotipos resistentes a podridao
radicular, em condicdo de campo, € o longo tempo demandado para avaliacédo
dos gendtipos (aproximadamente 12 meses), o0 alto custo dessas avaliacbes, a
dificuldade de identificacdo dos principais patégenos presentes no solo, a
distribuicdo desuniforme de in6culo, e a grande influéncia das condicGes
edafoclimaticas na severidade da doenca, o que pode resultar em baixa acuracia
seletiva (ONYEKA et al., 2005b).

Considerando as dificuldades de selecdo de genoétipos resistentes a
campo, a inoculacdo em ambiente controlado pode ser uma alternativa viavel para
auxiliar o desenvolvimento de estudos de resisténcia genética da planta ao
hospedeiro (NTUI et al.,, 2010; SENTHIL et al., 2013). Porém, para que as
inoculacdes sejam eficazes, ainda é preciso definir condi¢cdes ideais para o
crescimento micelial e a formacéo dos esporos dos isolados fitopatogénicos, uma
vez que estes fatores determinam o desenvolvimento das doencas.

Estudos com Fusarium (SHARMA; PANDEY, 2010; THOMPSON et al.,
2013) e outras espécies causadoras de podriddo negra em diversos
patossistemas (SAHA et al., 2008; ALVES et al., 2008; ABDOLLAHZADEH et al.,
2010; MARQUES et al., 2013; NETTO et al., 2014), constataram que, in vitro, o
crescimento micelial e a esporulagéo dos isolados sao afetados diretamente pela
temperatura, além de serem favorecidos por meios de cultura que apresentem
carboidratos complexos. Contudo, séo incipientes as informacdes relativas as
condi¢cBes Otimas de desenvolvimento dos agentes causais da podridao radicular
da mandioca e as suas implicacdes no progresso da doenca.

A caracterizacdo dos patégenos causadores da podriddo radicular quanto a
sua agressividade, bem como a definicdo das condi¢cdes favoraveis para o seu
crescimento e reproducdo, e suas implicacdes na severidade da doenca sao
etapas fundamentais para o estabelecimento de metodologias eficazes para
selecéo de gendtipos resistentes. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da temperatura e do meio de cultura no crescimento micelial, na producao

de conidios, e na severidade dos sintomas causados por Fusarium spp. e
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Neoscytalidium hyalinum, como principais espécies causadoras de podriddo

radicular da mandioca no Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Determinacgéo da faixa 6tima de crescimento e agressividade dos isolados

Foram utilizados oito isolados de patdégenos causadores de podriddo seca
(quatro de Fusarium oxysporum, trés de F. solani, um de F. lateritium), e seis
isolados causadores de podriddo negra (Neoscytalidium hyalinum), todos da
micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
onde os experimentos foram realizados. Culturas monospoéricas dos 14 isolados
foram crescidas em meio batata dextrose agar (BDA), a 2612 °C e fotoperiodo de
12 h, por sete dias. Discos de aproximadamente 5 mm de diametro, contendo
estruturas dos patégenos, foram retirados dos bordos do crescimento e
depositados no centro de placas de Petri contendo meio BDA, e incubados por
sete dias em estufa B.O.D. em cinco temperaturas (10, 15, 25, 35, 40 °C) com
alternancia de luz/escuro de 12 h.

A area ocupada pelo crescimento micelial foi estimada com base na

mensuracao do diametro da coldénia em dois sentidos opostos (D; e D), a cada

z D1XxD2
24 horas, e calculada pela férmula: A== .

As mensuracdoes foram

concluidas quando o crescimento da colbnia atingiu os bordos da placa em pelo
menos um dos tratamentos.

Para os experimentos envolvendo a comparacdo da agressividade dos
isolados, raizes da variedade comercial Fécula Branca, suscetivel a podridao
radicular em condicbes de campo, foram lavadas em agua corrente e
desinfestadas com solucao de hipoclorito de sédio (0,5%) por 3 min. Utilizou-se a
metodologia de discos de raizes, conforme Onyeka et al. (2005c). Estes tiveram
sua regido central perfurada (6 mm de diametro) e inoculada com discos de meio
de cultura contendo estruturas dos patdégenos testados. Discos de meio BDA
(sem crescimento fungico) foram utilizados como controle, com mesmo numero
de repeticoes.

A inoculacdo das raizes foi conduzida em camaras de crescimento com

temperatura controlada em 26+2 °C, no escuro e umidade relativa >85%. As
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raizes foram mantidas em bandejas plasticas cobertas com sacos de polietileno
transparentes para manter a umidade do ambiente. O delineamento utilizado foi
fatorial inteiramente casualizado com 14 isolados x 5 temperaturas de incubacéo,
e 12 repeticdes. As avaliacbes foram realizadas cinco dias apds a inoculacao,
mensurando-se a area lesionada, por meio de andlise digital das imagens com
auxilio do Programa ImageTool (University of Texas Health Science Center, San
Antonio, TX, USA) (OLIVEIRA et al., 2013).

Os isolados mais agressivos e as temperaturas que proporcionaram um
maior crescimento foram utilizados para o experimento que visou determinar a
influéncia do meio de cultura no crescimento micelial, e esporulagcéo dos isolados

e sua associacdo com a severidade da doenca.

Crescimento micelial e esporulacéao dos isolados

Quatro dos isolados mais agressivos (definidos com base na etapa
anterior), foram crescidos em dois meios de cultura: BDA e SNA (Synthetic
Nutrient Agar). As placas foram incubadas em camara tipo B.O.D. sob as trés
temperaturas estabelecidas como faixa 6tima de crescimento e fotoperiodo de
12h de luz.

O crescimento micelial foi estimado com base na mensuracao do diametro
da colénia em dois sentidos opostos a cada 24 horas, e calculadas conforme
férmula anteriormente descrita. As mensura¢des foram concluidas quando o
crescimento da colonia atingiu os bordos da placa em pelo menos um dos
tratamentos.

A esporulacdo dos isolados foi quantificada para todos os tratamentos
anteriores (crescimento micelial). Para tanto, foram adicionados 10 mL de agua
destilada esterilizada em cada placa de Petri, e os conidios liberados com auxilio
de escova de dentes com cerdas macias. A suspensao obtida foi filtrada em dupla
camada de gaze e a concentracdo dos esporos determinada por meio da
contagem em microscopico Otico com auxilio de hemocitbmetro (camara de
Neubauer).

O experimento foi instalado em esquema fatorial inteiramente casualizado,

e em esquema fatorial 4x3x2, sendo 4 isolados (2 de podriddo negra e 2 de
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podridao seca), 3 temperaturas (18 °C, 25 °C e 32 °C) x 2 meios de cultura (BDA
e SNA). Foram utilizadas 6 repeti¢cdes para cada tratamento.

Temperatura versus severidade da doenca

Para avaliagdo da influéncia da temperatura na severidade da doenca
foram utilizadas trés variedades de mandioca: BRS Kiriris, como padrédo de
resisténcia a podriddo radicular, aléem de Salangé Preta e BRS Poti Branca, a
serem avaliadas. Todas as variedades foram coletadas do banco de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, dentro de uma mesma area
experimental, com o mesmo periodo de plantio. Discos de raizes de todas as
variedades foram inoculados conforme metodologia descrita anteriormente. Como
controle, utilizaram-se discos de meio BDA (sem crescimento fungico). As raizes
foram mantidas em caixas transparentes do tipo gerbox e incubadas em estufa
B.O.D sob as trés temperaturas estabelecidas como faixa étima de crescimento e
alternancia luminosa (12h).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (4 isolados x 3 temperaturas x 3 variedades), com dez repeticdes para
cada tratamento. As avaliacbes foram realizadas cinco dias apos a inoculacao,
mensurando-se a area lesionada. A andlise digital das imagens das éareas
lesionadas foi realizada com auxilio do Programa ImageTool (University of Texas
Health Science Center, San Antonio, TX, USA).

Analises estatisticas

Os dados obtidos para a determinacdo da faixa Otima de crescimento,
agressividade dos isolados, crescimento micelial e severidade da doenca nao
sofreram transformacdo, enquanto que os dados de esporulacdo foram
transformados para log (x +1). Os dados foram submetidos a analise de
variancia fatorial, e as médias agrupadas pelo teste Scott-Knott (p < 0,05),
utilizando o programa estatistico R (R Core Team, 2015), pacote easyanova. O
modelo matematico utilizado para os valores do crescimento micelial em cinco
temperaturas foi de regressdo linear (y =a+ bx+ cx + Inx + dxvx + evx Inx)

e para o crescimento micelial em diferentes meios utilizou-se o modeloy= a +

£+%. Foi utilizado o software Table Curve 2D (Jandel, 1991) para a selecdo
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dos modelos mateméticos para os valores do crescimento micelial em cinco
temperaturas e em diferentes meios. Os critérios utilizados para a selecdo dos
modelos foram: ranqueamento das equacdes, ajuste da linha de tendéncia e

coeficiente de determinacéo R2.

RESULTADOS

A temperatura influenciou o crescimento dos isolados dos dois grupos de
doenca: patégenos causadores de podriddo seca- ‘PCPS’ (Figura 1-A) e
patogenos causadores de podriddo negra- ‘PCPN’ (Figura 1-B). A faixa 6tima de
crescimento para podriddo seca foi entre 24 a 28 °C, enquanto para o grupo de
podriddo negra entre 30 a 34 °C. Os isolados de PCPN apresentaram maior
crescimento comparado aos isolados de PCPS e atingiram a borda da placa de
Petri apds 48h de incubacdo, momento na qual foi encerrada a avaliagdo do
experimento.

Para os isolados PCPS (Tabela 1), a temperatura que favoreceu o seu
maior crescimento micelial foi 25 °C, enquanto que em torno de 40 ° C de
incubacédo nao foi observado crescimento micelial. As temperaturas marginais (10
e 40 °C) ndo apresentaram diferenca em termos de crescimento micelial,
mostrando elevada sensibilidade do patégeno causador da podriddo seca a
extremos de temperaturas. Para os isolados de PCPN (Tabela 1), a temperatura
de 35 °C possibilitou um maior crescimento micelial, enquanto que na menor

temperatura (10 °C) nao foi observado crescimento expressivo dos patdgenos.

Tabela 1. Valores médios do crescimento micelial (mm?) de isolados causadores

de podridao seca e podridao negra, incubados em diferentes temperaturas.

Temperatura
10° 15° 25° 35° 40°
Podriddao Seca 0,83 cA 1,87 bA 463 aB 1,87 bB 0,5 cB

Podriddo Negra 0,5 eA 1,67 dA 34,44 bA 56,16 aA 8,87 cA

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 1. Crescimento micelial (mmz?) de patdgenos causadores de podriddo seca

(A) e podriddo negra (B). Modelo matematico utilizado: (y = a+ bx + cx + Inx +

dxvx + eVx Inx).

Além da influéncia direta da temperatura sobre o crescimento micelial dos
patdgenos, a severidade da doenca também foi bastante influenciada, ou seja,
isolados crescidos e inoculados em sua temperatura Otima foram capazes de
incitar sintomas mais severos quando comparado as temperaturas marginais. A
inoculagéo das raizes de mandioca com isolados PCPS, e sua manutengdo em
temperatura de 25 °C proporcionou maior severidade da podriddo, em
contraposicdo a temperaturas marginais (10 e 40 °C), que assim como no
experimento do crescimento micelial, provocaram as menores lesdes na raiz de
mandioca e nédo diferiram estatisticamente entre si. Para os isolados PCPN, a
manutencdo das raizes inoculadas em temperatura de 35 °C favoreceu o
aparecimento das maiores areas lesionadas. Por outro lado, aparentemente
guando submetidas a temperaturas mais elevadas, a exemplo de 40 °C observou-
se uma menor severidade da PCPN (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios da severidade dos sintomas da podriddo radicular
(negra e seca) em raizes de mandioca, quando submetidas a diferentes
temperaturas de crescimento do patdogeno. Médias seguidas pela mesma letra
maiuscula (comparam a severidade dos grupos de podriddo em cada
temperatura) e minuscula (comparam o efeito da temperatura na severidade de
cada grupo de podridado radicular), ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05).

Dos 14 espécimes avaliados, os isolados de N. hyalinum CBPPR1011,
CBPPR1016 e CBPPR1014 foram os mais agressivos (Figura 3), resultando em
lesdes variando de 446,58 a 561,21 mm?. Com relacéo aos PCPS, os isolados de
F. solani: CBPPR0059 e CBPPRO0033; e um isolado de F. oxysporum
(CBPPRO0039) foram os mais agressivos, com lesfes variando de 209,26 a 244,17
mm? (Figura 3). Portanto, os patégenos associados a podriddo negra

apresentaram maiores areas lesionadas nas raizes.



27

600

500 aA
aA

"E 400

£

3 300

c bA bB

(@]

B bAbA

O 200 bB

| bB

o

o bB

< 100 bB bB pg bB
0
O R - T R R I I A S
S 0@ OSSO S N g S & &S
T R R R R R R RIS LIS LE L
T A A A A A A A LA RS KL
S22 JNe 2NN 2Ne JNe 2o 2NN JNe -2 e NS 2S¢ .

Isolados

Figura 3. Médias da area lesionada causada pela podridao radicular negra (barra
de cor preta) e seca (barra de cor cinza) em raizes de mandioca. Médias seguidas
pela mesma letra mailuscula (comparam os isolados de podriddo dentro do seu
grupo de doenca) e mindscula (comparam a agressividade dos isolados de forma

geral), ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Crescimento micelial e esporulacéao dos isolados

Com base nos resultados anteriores, os isolados mais agressivos de PCPS
(CBPPR0O059 e CBPPR0033) e PCPN (CBPPR1011 e CBPPR1016) foram
selecionados para as analises de crescimento micelial e esporulagdo em
diferentes temperaturas de incubacéao (18, 25 e 32 °C), cuja variacao abrangeu as
condicdes Gtimas de crescimento dos dois grupos de isolados.

Independentemente do meio de cultura avaliado (BDA ou SNA), o
crescimento micelial dos isolados de PCPS e para PCPN nas diferentes

temperaturas foi bastante semelhante ao experimento anterior que definiu as
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faixas 6timas de temperatura (Figura 4), sendo que de maneira geral, 0 meio BDA

propiciou o melhor crescimento dos isolados de ambos o0s grupos de doencgas.
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Figura 4. Gréficos da curva de crescimento micelial de isolados de

Neoscytalidium hyalinum (podriddo negra) cultivados em meio BDA (A) e em meio

SNA (B), e isolados de Fusarium solani (podriddo seca) cultivados em meio BDA

(C) e em meio SNA (D). Modelo matematico utilizado: (y= a + % + \/i;).

De modo geral, os isolados causadores de podriddo negra apresentaram

maior crescimento micelial, e atingiram completamente a borda da placa de Petri

em 48 horas, quando incubados em 32 °C, no meio BDA (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios do crescimento micelial (mm?) de isolados causadores
de podriddo radicular (seca e negra), cultivados em meio batata dextrose agar
(BDA) e synthetic nutrient agar (SNA).

Podrid&do Seca Podriddo Negra
18° 25° 32° 18° 25° 32°
BDA 1.60 bA 5,66 aA 4,32 abA 252 cA 46,25 bA 56,71 aA
SNA 157 bA 482 aA 494 aA 0.95 cA 1856 bB 39,37 aB

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha néo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Independente do meio de cultura e da temperatura de crescimento houve
producdo de esporos de PCPS e PCPN, embora os isolados de podriddo negra
tenham apresentado maior esporulagdo comparado aos de podriddo seca (5,83
x10° conidios mL™ e 5,51 x10° conidios mL™, respectivamente).

Estruturas como macro e microconidios foram observadas em F. solani em
todas as temperaturas, embora as maiores médias de esporulacdo tenham sido
observadas nas temperaturas de 25°C (6,37x10° conidios mL™) e 32°C (6,32x10°
conidios mL™) no meio BDA (Figura 5). Maior producéio de esporos foi observada
nos isolados de podridao negra, quando crescidos em meio BDA sob temperatura
mais elevada (32°C) (7,62x10° conidios mL™) (Figura 5).
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Figura 5. Esporulagdo de fungos causadores de podriddo radicular (seca e
negra), cultivados em meio batata dextrose agar (BDA) e synthetic nutrient agar
(SNA). Médias seguidas pela mesma letra mailscula (comparam os meios de
cultura dentro de cada temperatura) e minuscula (comparam 0s meios de cultura
em todas temperaturas para cada grupo de podridédo radicular), ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Temperatura versus severidade da doenca

Houve influéncia da temperatura de incubagcdo das raizes e dos fungos
causadores da podriddao negra e seca na severidade da podridao radicular. Para
podriddo seca, a severidade da doenca aumentou em funcdo do aumento da
temperatura, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre a
esporulacéo desses patdégenos a 25 e 32 °C (Figura 6). A severidade das lesdes
causadas por patdogenos associados a podriddo negra apresentou um
comportamento diferente em relacdo a podriddo seca, pois ndo foram observadas
diferencas significativas entre as temperaturas marginais (18 e 32 °C), mas sim
entre a temperatura de 25 °C em relagdo as demais (Figura 6).

O comportamento dos genoétipos de mandioca avaliados variou de acordo
com a temperatura e patdgeno, ou seja, houve reac¢des diferentes nos dois grupos
de doenca nas diferentes temperaturas. Quando as trés variedades de mandioca
foram inoculadas e incubadas a 18°C, ndo foram observadas diferencas
estatisticas das areas lesionadas para a podridado seca. Porém, nas temperaturas
de 25 °C e 32 °C, a BRS Kiriris apresentou as maiores areas lesionadas (Figura
8). Para a avaliacao da podriddo negra, diferentemente das demais variedades, a
BRS Kiriris apresentou maior susceptibilidade quando submetida a temperatura
de 18 °C. Quando incubadas em 25 e 32 °C, as variedades Salang6 Preta e BRS
Kiriris apresentaram as maiores areas lesionadas (Figura 7). Por outro lado, a
variedade BRS Poti Branca, se manteve estavel e apresentou as menores areas

lesionadas para os dois grupos de doenga em todas as temperaturas.
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Figura 6. Area lesionada nas raizes causada por podriddo seca e negra da
mandioca, quando submetidos a diferentes temperaturas de crescimento do
patégeno e da planta. Médias seguidas pela mesma letra mailscula (comparam
0os grupos de doenca dentro de cada temperatura de incubagdo) e minuscula
(comparam a severidade de cada grupo de podriddo radicular em fungcédo da

temperatura de incubacao), ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 7. Area lesionada nas raizes oriundas de trés variedades de mandioca
inoculadas por podriddo seca e negra, submetidas a diferentes temperaturas de
crescimento. Médias seguidas pela mesma letra mailscula (comparam a area
lesionada de cada variedade dentro de cada temperatura de incubacdo) e
mindscula (comparam a area lesionada das variedades em funcéo da temperatura

de incubagao), ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Os isolados diferiram quanto ao tipo de lesdo na raiz da mandioca. Em
todas as temperaturas e variedades, a podridao seca foi caracterizada por lesdes
de aspecto seco, a partir do ponto de inoculacdo, normalmente com um halo
amarronzado, enquanto as lesbes da podriddo negra se expandiram além do
ponto de inoculacdo e apresentaram uma exsudacdo de albume liquido e
amolecimento do tecido infectado (Figura 8).
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Figura 8. Lesbes provocadas por podriddo seca e negra em variedades de

mandioca incubadas em trés temperaturas diferentes.

DISCUSSAO

De modo geral, os diversos patégenos associados a podridao radicular da
mandioca apresentaram comportamento semelhante apenas para o meio de
cultura utilizado para incubacdo. Por outro lado, a temperatura 6tima de
crescimento e esporulagdo in vitro dos dois grupos de patdgenos foram bastante
diferentes. O meio de cultura que propiciou 0 maior crescimento micelial e
esporulacéo para a podridao seca e negra foi o0 BDA, sendo o mais indicado para
se proceder as inoculacbes de interesse. Os isolados de PCPS e PCPN,
incubados em BDA, apresentaram um micélio aéreo vigoroso e de aspecto
cotonoso, enquanto que o meio SNA resultou em um crescimento micelial menos
denso para ambos os grupos de patdgenos. A possivel explicacdo para esta
diferenca se deve ao fato do meio BDA apresentar uma maior riqgueza nutricional
e maior quantidade de carboidratos complexos, de forma a induzir a taxa de
crescimento e reproducédo desses fungos (SAHA et al., 2008; THOMPSON et al.,
2013).

Além do meio de cultura, foi observada a influéncia da temperatura no
crescimento micelial e esporulacdo das duas espécies, assim como na severidade
da doenca. A faixa Otima de crescimento e desenvolvimento observada para os
isolados causadores de PCPS (2612 °C) esta em acordo com a faixa ideal de
crescimento relatada para outros fungos do género, a exemplo de F. culmorum, F.

graminearum e F. poae com temperatura 6tima de crescimento in vitro de 25° C
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(BRENNA et al., 2005; RAMIREZ et al., 2006) e F. oxysporum f. sp. psidii e F.
solani, com temperatura 6tima de 28 °C (GUPTA et al., 2010). Outros autores tem
demonstrado a sensibilidade desses patdgenos a temperaturas subotimas (muito
baixas ou muito elevadas), fator que pode retardar ou inibir o crescimento desses
fungos (JURADO et al., 2008; MEDINA; MEGAN, 2010).

Apesar de o pico de crescimento dos isolados de PCPS e PCPN ter sido
observado a 28 °C, a esporulacdo dos patogenos PCPS nao diferiu nas
temperaturas de incubacédo entre 25 e 32 °C. Possivelmente, a reducdo do
crescimento destes fungos em temperaturas mais elevadas tenha provocado um
estimulo ao aumento na sua esporulacdo como uma tentativa de garantir a
sobrevivéncia do fungo neste tipo de ambiente. Para a maior parte das espécies
de Fusarium, a temperatura 6tima de esporulacdo tem sido relatada entre 25 °C e
35 °C (SCOTT et al, 2010; GUPTA et al., 2010). Esta capacidade de se
reproduzir em uma ampla faixa de temperatura pode favorecer o desenvolvimento
da doenca em diferentes regides, visto que espécies de Fusarium tendem a
causar podriddo radicular em praticamente todos os ambientes de cultivo da
mandioca (BANDYOPADHYAY et al., 2006).

Assim como o crescimento micelial e a esporulagcdo, a severidade da
doenca causada por PCPS sofreu influéncia da temperatura de incubacdo dos
patdgenos nos dois ensaios. No primeiro ensaio, quando os patdgenos foram
incubados em diferentes temperaturas e as raizes mantidas em temperatura
ambiente (26 °C), a temperatura de incubagédo que favoreceu a maior severidade
da doenca foi 25 °C, enquanto que as temperaturas marginais (10 e 40 °C), além
de inibirem o crescimento micelial, provocaram as menores lesées na raiz de
mandioca e nao diferiram estatisticamente entre si. No segundo ensaio, quando
0s patdégenos e as raizes foram mantidos em trés temperaturas diferentes (18, 25
e 32 °C), as areas lesionadas aumentaram conforme a elevacao da temperatura,
porém nao houve diferenca entre a severidade da doenca nas temperaturas 25 °C
e 32 °C, as mesmas temperaturas que proporcionaram uma maior esporulacao
desses patdogenos. Embora ndo tenha sido observada diferenca entre essas duas
temperaturas para a esporulacdo e severidade da doenca, a faixa de 26 + 2 °C
pode ser indicada para futuros ensaios em condi¢cfes controladas, por também ter

proporcionado o maior crescimento micelial dos isolados.
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Ainda ndo se sabe se a temperatura pode afetar a cinética das enzimas
envolvidas no processo de infeccdo dos patdégenos causadores de podridao
radicular na mandioca. Porém, a temperatura pode influenciar na concentracao
das micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium. Esses fitopatdgenos
séo capazes de produzir um namero de micotoxinas tricotecenos que sao sollveis
em &gua e podem ser translocadas entre os tecidos ou sugada pelo tecido de
origem da infeccdo (OSBORNE; STEIN, 2007). Para a giberela do trigo, foi
observado que a concentracdo de micotoxinas produzidas por fungos deste
género é favorecida por temperaturas proximas de 26 + 2 °C (BRENNAN et al.,
2005; RAMIREZ et al.,, 2006; XU et al., 2007). Recentemente, foi relatada a
presenca da micotoxina fumonisina, produzida por espécies do género Fusarium,
em chips de mandioca na Africa (ONANA et al., 2015). Portanto, serd necessario
que se faca um estudo sobre a correlacdo entre a producdo desses metabdlitos
secundarios, e a agressividade dos isolados e severidade da doenca.

De forma contrastante, para os fungos associados a podriddo negra, tipicos
de regides tropicais e subtropicais, o crescimento micelial, a esporulacdo e a
severidade da doencga nos dois ensaios foram favorecidos por temperaturas mais
elevadas (em torno de 35 °C), porém a 40 °C seu crescimento e severidade da
doenca foram afetados. Comportamento semelhante, quando incubados em 40
°C, também foi observado no crescimento e esporulacdo de outros patégenos da
familia Botryosphaeriaceae (SAHA et al., 2008).

A faixa que proporcionou 0 maior crescimento, esporulagdo e severidade
dos isolados causadores de podriddo negra da mandioca (30 a 34 °C) também ja
foi relatada para isolados associados a podriddo negra em outras culturas
(ALVES et al.,, 2008; ABDOLLAHZADEH et al.,, 2010; MARQUES et al., 2013;
NETTO et al.,, 2014), sendo portanto, a mais indicada para o crescimento e
producdo massal de esporos desses fitopatdgenos para o uso em futuras
metodologias de inoculacgao.

Quanto a agressividade das duas espécies, os isolados de N. hyalinum
foram mais agressivos que os de F. solani, e provocaram as maiores lesbes na
raiz de mandioca. A agressividade de isolados da familia Botryosphaeriaceae e
do género Fusarium, associados a podridao radicular da mandioca (ONYEKA et
al., 2005c), assim como na manga (REHMAN et al.,, 2011) e no cacau (ADU-
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ACHEAMPONG et al.,, 2012) foram comparadas em outros trabalhos, porém
apenas no cancro do cacaueiro, 0s patégenos ndo diferiram quanto a sua
agressividade, enquanto nas demais espécies, os isolados associados a podridao
negra foram os mais agressivos. A diferenca entre a agressividade dessas
espécies pode estar associada a capacidade de producdo de enzimas
necessarias nos processos de penetracdo e colonizagdo dos componentes
estruturais dos tecidos do hospedeiro (SUNITHA et al., 2013).

O sintoma tipico de cada patégeno na raiz de mandioca pode ser um
indicativo de diferencas nas taxas de producdo das enzimas extracelulares entre
as duas espécies. Considerando que a polpa da mandioca, em sua matéria seca
contém cerca de 50% a 70% de amido e de 20% a 30% de fibras, que sdo
compostas  principalmente  de celulose e outros polissacarideos
(RATTANACHOMSRI et al., 2009), a quebra desses compostos pode servir como
fonte de energia para os isolados em fase de colonizagcdo. A producdo de
enzimas com a capacidade especial para converter o amido e a celulose em
polimeros mais curtos pode ser um fator crucial na infeccao da raiz.

O processo de penetracdo e colonizacdo desses fungos pode estar
associado a producdo de enzimas extracelulares como celulase (TEIXEIRA et al.,
2009) para a quebra da parede celular e das fibras da raiz de mandioca, assim
como a amilase e pectinase (LACERDA et al., 2008), devido a grande quantidade
de macromoléculas de amilose e amilopectina no grédo de amido.

A capacidade dos isolados do género Fusarium em produzir enzimas
extracelulares como celulase, amilase, pectinase e xilanase (KWON et al., 2007,
NWAGU; OKOLO, 2011; SUNITHA et al., 2013), assim como fungos da familia
Botryosphaeriaceae (BARBOSA et al., 2007; ROMAO et al., 2011;
VENKATESAGOWDA et al.,, 2012) tem sido relatada. Porém, ndo h& estudos
sobre as respostas fisioldgicas e bioquimicas da infec¢ao da raiz de mandioca por
esses patdgenos. Portanto, ainda é necessario verificar se a quantidade
produzida de cada enzima é significativamente diferente entre os diferentes
isolados, e qual a sua correlagdo com a agressividade e consequente severidade
da doenca.

Quanto ao comportamento das variedades a podriddo radicular, a

temperatura influenciou bastante na severidade da podriddo negra e seca nas
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raizes de mandioca. Dentre as trés variedades avaliadas, apenas a BRS Poti
Branca apresentou comportamento semelhante para os dois grupos de
patogenos, independente da temperatura de incubacdo apds a inoculacdo. Por
outro lado, embora a variedade BRS Kiriris seja um hibrido com boas
caracteristicas agrondmicas e tenha sido lancado como variedade resistente a
podriddo de raizes em campo (FUKUDA et al., 2002), comportou-se como
suscetivel para podriddo seca e negra em todas temperaturas.

Com bases nesses resultados discrepantes, € preciso investigar a
existéncia de distintos mecanismos de resisténcia a podriddo radicular nos
diferentes tecidos da planta de mandioca. Por outro lado, a alta suscetibilidade da
variedade BRS Kiriris a podriddo negra quando submetida a temperatura de 18 °C
foi um fato isolado.

Scott et al. (2010), em estudos sobre a murcha do alface, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, verificaram que o0 impacto da temperatura
sobre a doenca é claramente dependente da cultivar. Assim, a alta severidade da
doenca em determinada variedade pode ser devido ao fato de a temperatura
modificar as rela¢cbes fisioloégicas da interacdo planta-patégeno, e com isso
resultar em um efeito direto sobre o hospedeiro (GARRET et al., 2006), associada
ao fato de que isolados da familia Botryosphaeriaceae sado frequentemente
descritos como sendo patogénos oportunistas, atacando as plantas quando elas
passam por um periodo de estresse (MOHALI et al., 2005).

De modo geral, a quantificagéo do efeito da temperatura na reproducao dos
patégenos do sistema radicular pode contribuir para aumentar a eficiéncia do
manejo das doencas. Além disso, 0 conhecimento sobre aspectos
epidemioldgicos da podriddo radicular, a exemplo das exigéncias de temperatura
e sua implicacdo na severidade da doenca consiste em uma etapa importante
para o entendimento da associacdo patdégeno-hospedeiro, bem como para o
desenvolvimento de metodologias de inoculacdo e praticas de manejo para

controle da doenca.
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CONCLUSOES

Para isolados de Fusarium solani, causadores de podriddo seca da
mandioca, a temperatura Otima de crescimento foi de 24 a 28 °C, enquanto a
temperatura 6tima de esporulacéo foi de 25 °C até 32 °C.

Para os isolados de Neoscytalidium hyalinum, agentes causais da podridao
negra da mandioca, a faixa 6tima de crescimento e esporulacao foi de 30 a 34 °C.

O meio BDA possibilitou o maior crescimento micelical e esporulacédo para
ambos o0s grupos de doencas, sendo 0 mais indicado para crescimento dos
isolados e obtencao de in6culo.

Os isolados de podriddo negra foram mais agressivos em comparagdo com
os isolados de podriddo seca, provocando maiores lesdes nas raizes de
mandioca.

Quando mantidas nas condi¢cdes Otimas de esporulacdo e crescimento
micelial dos patdgenos, a variedade BRS Kiriris foi mais suscetivel a podridao
seca e a podriddo negra, juntamente com a variedade Salangd Preta, embora a

temperatura de 18°C a BRS Kiriris tenha apresentado as maiores lesoes.
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METODOLOGIAS DE SELECAO DE GENOTIPOS DE MANDIOCA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO RADICULAR EM AMBIENTE CONTROLADO
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METODOLOGIAS DE SELECAO DE GENOTIPOS DE MANDIOCA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO RADICULAR EM AMBIENTE CONTROLADO

Resumo: A podridao radicular (PR) da mandioca tem sido apontada como um
dos principais problemas da cultura no Brasil. Atualmente, a abordagem mais
econdmica e confiavel para o controle da doenca € o plantio de variedades
resistentes, porém a avaliacdo em campo € dificultada pela distribuicdo
desuniforme dos patogenos. Este trabalho teve como objetivo identificar métodos
de inoculagdo em diferentes tecidos da planta para avaliar de forma precoce, o
nivel de resisténcia de variedades de mandioca a podriddo seca (PS) e negra
(PN) da mandioca. Foram utilizadas metodologias de inoculacdo baseadas na
imersdo de tecidos (maniva e raiz) e infestacdo de solo em casa de vegetacéo,
bem como inoculacdo em tecido destacado (haste, folha e raiz), em ambiente
controlado. As caracteristicas avaliadas para mensurar a eficiéncia das
inoculacdes em imerséo de tecidos foram o indice de doenca (w), 0 peso da parte
aérea, peso fresco e volume de raiz. Para as inoculagdes em tecido destacado foi
mensurado o percentual de area lesionada. Os métodos de imersao das raizes e
de ferimento em manivas ndo apresentaram sintomas tipicos de PR durante o
periodo de avaliacdo de dois meses. Por outro lado, a infestacdo do solo foi um
método eficiente, por permitir maior reducéo do peso e volume de raizes, para 0s
dois grupos de patdgenos, além de nédo diferir do método de imersao da maniva,
quanto a reducdo da parte aérea da planta e indice de doenca. Houve forte
correlacdo positiva entre os dados de PN na haste e PS na haste (r = 0,94, P=
0,001), e PS na casca e polpa da raiz (r = 0,73, P = 0,01), além da correlacdo
moderada entre PN na haste e na casca da raiz (r = 0,56, P = 0,05). A resisténcia
dentro de cada tecido é aparentemente independente e deve ser comparada com
o comportamento dos gendétipos em campo. As variedades BRS Kiriris, BRS
Verdinha e BRS Aramaris apresentaram maior suscetibilidade para ambos os
grupos de patdgenos, enquanto as variedades BRS Formosa, Salango Preta,
BRS Poti Branca e Olho Junto apresentaram maior resisténcia.

Palavras chave: Manihot esculenta Crantz, doencas radiculares, Fusarium solani,

Neoscytalidium hyalinum, métodos de inoculacéo.
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METHODOLOGIES OF CASSAVA GENOTYPES SELECTION FOR
RESISTANCE TO ROOT ROT IN CONTROLLED ENVIRONMENT

Abstract: Cassava root rot has been identified as one of the major threats of this
crop in Brazil. Currently, the most economical and reliable approach to controlling
the disease is planting resistant varieties, but field evaluation is hampered by the
uneven distribution of pathogens. This study aimed to identify inoculation methods
in different plant tissues to evaluate early on, the level of resistance of cassava to
dry rot (PS) and black rot (PN) of cassava. Methodologies of inoculation based on
tissue immersion were used (stake and root) and also soil infestation in the
greenhouse as well as inoculation of detached tissue (stem, leaf and root) in a
controlled environment. The characteristics evaluated to determine the efficiency
of inoculations in tissue immersion were the disease index (w), the shoot weight,
fresh weight and root volume. For the inoculations in detached tissue the
percentage of injured area was determined. Immersion methods of roots and injury
in stakes did not show typical symptoms of PR during the evaluation period of two
months. On the other hand, the solil infestation was an efficient method for allowing
further reduction in roots weight and volume, for both groups of pathogens, in
addition to not differ from stake immersion method, in reducing the aerial part of
the plant and disease index. There was a strong positive correlation between the
PN and PS data on the stem (r = 0.94, P = 0.001), and PS in the peel and root
pulp (r = 0.73, P = 0.01), and moderate correlation between the PN stem and root
peel (r = 0.56, P = 0.05). Therefore, the resistance within each tissue is apparently
independent and should be compared with the behavior of the genotypes in the
field. The varieties BRS Kiriris, BRS Verdinha and BRS Aramaris showed
increased susceptibility to both groups of pathogens, while the varieties BRS
Formosa, Salangé Preta, BRS Poti Branca e Olho Junto showed high resistance.
Keywords: Manihot esculenta Crantz, root diseases, Fusarium solani,
Neoscytalidium hyalinum.
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INTRODUCAO

A podriddo radicular € uma das doencas mais destrutivas da
mandiocultura, e sua importancia econbmica vem aumentando nos principais
paises produtores, por provocar queda progressiva na produtividade,
inviabilizando ciclos subsequentes da cultura (NOTARO, 2013).

Uma vez que o principal tecido afetado séo as raizes, existem dificuldades
de reconhecimento da doenca por parte dos produtores, ja que as plantas podem
se manter assintomaticas dependendo do patdgeno, sendo identificada somente
no momento da colheita. A planta de mandioca tem um extenso sistema radicular
que pode camuflar o efeito da podriddo, e com isso dificultar o diagnéstico e
monitoramento do desenvolvimento das epidemias, e por consequéncia, seu
manejo (MSIKITA et al., 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2006).

A podriddo radicular esta relacionada a diferentes géneros de fitopatdgenos
e seus sintomas diferem dependendo da espécie associada. A podriddo mole é
caracterizada por deterioracdo completa da raiz e a exsudagdo de um liquido de
forte odor, sendo incitada por espécies de Phytophthora spp. e Pythium spp.; a
podriddo seca tem como caracteristica lesdes de aspecto seco, hormalmente com
halo amarronzado, cujas principais espécies associadas sdo Fusarium spp. (ex. F.
solani, F. verticillioides e F. oxysporum), Nectria mauritiicola (=Spherostilbe
repens), Armillaria mellea e Sclerotium rolfsii. Por outro lado, a podriddo negra
apresenta lesdes de cor amarronzadas a pretas, com uma exsudacao de albume
liquido e amolecimento do tecido infectado, sendo que os principais patégenos
sdo Lasiodiplodia spp., Neoscytalidium hyalinum e Neofusicoccum mangiferae
(=Nattrassia mangiferae) (ONYEKA et al., 2005a; MSIKITA et al.,, 2005;
BANDYOPADHYAY et al., 2006; AIGBE; REMISON, 2009; OKECHUKWU et al.,
2009; BANITO et al., 2007; SENTHIL et al., 2013a; GUO et al., 2012; MACHADO
et al., 2014).

A abordagem mais econémica e viavel para controlar a podridao radicular
da mandioca é o plantio de variedades resistentes (ONYEKA et al., 2005a).
Porém, existe uma complexidade no desenvolvimento de variedades resistentes,
pois a podriddo radicular € uma doenca causada por patdégenos de solo e a
manifestacdo dos sintomas pode ser influenciada pelas condi¢des

edafoclimaticas. Atualmente, o screening de fontes de resisténcia tem sido feito
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com base na avaliacdo de gendtipos em condi¢cdes de campo com histérico da
doenca (OKECHUKWU et al., 2009). Porém, esse tipo de avaliacdo, além de
necessitar de diversos ensaios experimentais, pode resultar em uma baixa
acuracia da selecdo de gendtipos resistentes, devido a presenca de diferentes
espécies causadoras da doenca e a distribuicdo heterogénea dos patdgenos no
solo (ONYEKA et al., 2005c).

Atualmente, existem milhares de acessos de mandioca mantidos em
bancos de germoplasma. Com isso, a avaliacdo destes gendtipos em condicéo de
campo demandaria muito tempo e alto investimento em recursos humanos e
financeiros, em funcdo do longo ciclo da cultura e do elevado ndmero de acessos
a serem avaliados em diferentes ambientes e anos de cultivo. Por outro lado, o
desenvolvimento de metodologias de selecdo em condi¢cbes controladas para
screening do germoplasma de mandioca visando a identificacdo precoce de
fontes de resisténcia a podridado radicular seria uma alternativa de alta viabilidade
técnica e econbmica.

O desenvolvimento de metodologias de avaliacdo precoce da resisténcia a
patbgenos consiste numa importante etapa para a selecdo de gendtipos
superiores em programas de melhoramento (ONYEKA et al., 2005a). Estes
meétodos, permitem controlar as interferéncias dos fatores ambientais, trabalhar
simultaneamente com um numero maior de tratamentos, economizar recursos
financeiros, otimizar o tempo, avaliar um grande numero de gendtipos em
pequeno espaco fisico, além de possibilitar a re-avalicdo dos experimentos.

Metodologias de inoculacao in vitro para avaliar resisténcia de gendétipos de
mandioca a podriddo radicular seca, negra e mole, separadamente, ja foram
descritas (ONYEKA et al.,, 2005a; SENTHIL et al.,, 2013b) e utilizadas no
screening de germoplasma do Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA)
(ONYEKA et al., 2005b) e da EMBRAPA (OLIVEIRA et al., 2013; VILAS-BOAS et
al.,, 2016), cujos resultados demonstraram a classificacdo dos genoétipos
resistentes e suscetiveis com alta acuracia. Entretanto, considerando os relatos
da presenca de duas ou mais espécies associadas a podridao radicular em uma
mesma area de cultivo (MSIKITA et al., 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2006;
BUA; OKELLO, 2011), torna-se necessario desenvolver estratégias de avaliacfes

conjuntas das doencas, e compreender os mecanismos de resisténcia dos
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diferentes tecidos da planta, visto que existe uma variacdo no comportamento dos
gendtipos quando séo feitas inoculagbes na polpa e casca da raiz, utilizando
meétodos padréo de avaliacdo (VILAS-BOAS et al., 2016).

As espécies causadoras de podriddo radicular com maior frequéncia nas
regides Norte e Nordeste estdo as associadas a podriddo seca e negra (dados
ndo publicados). Com base nesses resultados, torna-se necessario o
desenvolvimento de estudos que possibilitem a identificacdo de fontes de
resisténcia mdltipla contra aos principais patdogenos associados a podridao
radicular da mandioca, levando em consideragdo a existéncia de diferentes
mecanismos de resisténcia nos tecidos da planta a podridao radicular. Portanto,
este trabalho teve como objetivo identificar métodos de inoculacdes em diferentes
tecidos da planta, que possam avaliar de uma forma conjunta e precoce, 0 nivel
de resisténcia de genoétipos de mandioca quanto a podriddo seca e negra da

mandioca.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do in6culo

Em todas as metodologias avaliadas utilizou-se um isolado de Fusarium
solani (CBPPRO0059) causador de podriddo seca da mandioca, e um de
Neoscytalidium hyalinum (CBPPR1011) causador de podriddo negra,
caracterizados em estudos prévios como 0s mais agressivos dentro dos dois
grupos de patégenos estudados (dados ndo publicados). Estes fungos sao
provenientes da Colecdo de Patdgenos Causadores de Podriddo Radicular da
Mandioca, do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar), a temperatura de 25+2 °C com 12 horas de luz, durante
sete dias. As suspensfes de esporos utilizadas em algumas metodologias
avaliadas foram preparadas a partir da adicdo de 10 mL de &gua destilada
esterilizada em placas de Petri contendo colénias de cada isolado, e os conidios
liberados com auxilio de escova de dente macia. A suspenséo obtida foi filtrada
em dupla camada de gaze, e a concentracdo dos esporos determinada pela

contagem em microscopio 6tico utilizando em hemocitbmetro (camara de
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Neubauer), ajustada para 1x10° conidios mL™. Como controle da inoculacéo
(testemunha) foi utilizada agua destilada esterilizada.

O indculo para as etapas envolvendo infestacdo de solo foi produzido em
substrato areia:fuba de milho, na proporcéo de 3:1 p/p de areia lavada peneirada
e fubd de milho. A mistura foi acondicionada em sacos plasticos transparentes e
autoclavada duas vezes a 120 °C, por 1 hora. Ap6s 24 horas de resfriamento,
foram adicionados 150 mL da suspensdo de esporos de cada isolado,
separadamente, para cada kg da mistura. Para promover o crescimento uniforme
dos propégulos flngicos, os sacos contendo o substrato areia-fuba infestado
foram homogeneizados a cada dois dias e incubados em estufa tipo BOD, a 26+2
°C, por 20 dias.

Metodologias baseadas em imerséo de tecidos e infestagdo de solo
As variedades Fécula Branca e Olho Junto foram utilizadas nas avaliagbes
com as seguintes metodologias:

a) Imersdo de manivas

Manivas de 10 cm foram imersas por 1 hora em suspensao de esporos
(1x10° conidios/mL) para cada patdgeno e posteriormente plantadas em sacos
plasticos de 3kg contendo solo esterilizado. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 2 (variedades) x 7 (tratamentos) x 3 repeticdes (6
plantas cada) x 2 (grupos de patdgenos).

Os tratamentos utilizados foram: 1 - Solo ndo infestado x Maniva sadia
(controle); 2 - Solo ndo infestado x Maniva infestada por patdgenos de podridao
seca; 3 - Solo nao infestado x Maniva infestada por patdégenos de podridao negra.

As avaliacOes foram realizadas aos 60 dias apés as inoculacdes, com base
nos seguintes parametros:

0] Peso fresco da Parte Aérea, em gramas (g);

(i) Peso fresco das raizes, em gramas (Q);

(i)  Volume do sistema radicular (cm®), determinado com base na
mensuragao do deslocamento da coluna de um volume conhecido
de agua, em proveta graduada;

(iv)  Colonizacéo interna das manivas, com base na escala de notas

normalmente utilizada no programa de melhoramento de mandioca:
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0 = nao colonizado;
1 = colonizagédo < 1/3 da area interna da maniva;
2 = colonizacao = 1/3 e < 2/3 da area interna da maniva;

3 = colonizacao = 2/3 da area interna da maniva.

b) Imersdo de raizes

Manivas com 12 cm, de cada variedade foram brotadas em leito de areia
por 15 dias. As raizes das manivas com 12 cm foram imersas em suspensao de
esporos (1x10° conidios/mL) de cada patégeno por 1 hora e depois plantadas em
sacos plasticos contendo 3 kg de solo esterilizado. O tratamento controle foi
representado por plantas com sistema radicular mergulhados apenas em agua
esterilizada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 2
(variedades) x 2 (tratamentos: inoculado e ndo inoculado) x 4 repeticbes (6
plantas cada) x 2 (grupos de patdgenos). A avaliacdo foi realizada a cada cinco

dias ap0s a inoculacao até completar dois meses.

¢) Plantio de maniva em solo infestado

A infestacdo do solo foi feita com mistura de areia e fuba (proporcéo 3:1)
infestada com in6culo de cada patégeno. Manivas de 10 cm das variedades foram
plantadas em sacos plasticos contendo 3kg de solo estéril e uma camada de 200g
da mistura areia e fubd infestado. Como controle, foram distribuidos 100g da
mistura areia e fuba pura. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 2 (variedades) x 3 (tratamentos) x 3 repeticdes (6 plantas cada).

Os tratamentos foram: 1 - Solo nédo infestado x Maniva sadia (controle); 2 -
Solo infestado por patdgenos de podriddo seca x Maniva sadia; 3 - Solo infestado
por patégenos de podriddo negra x Maniva sadia. As avaliagbes foram realizadas

conforme a metodologia descrita anteriormente (a- imersao de manivas).

Inoculagcdo em tecido destacado
Nos experimentos de inoculagdo com tecidos destacados, foram utilizadas
as variedades BRS Verdinha, BRS Dourada, BRS Aramaris, BRS Tapioqueira,

BRS Poti Branca, BRS Formosa, Olho Junto, Salang6 Preta, além das variedades
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BRS Kiriris (resistente em condicdes de campo) e Fécula Branca (altamente
suscetivel em condi¢Bes de campo).

a) Inoculacdo em raizes tuberosas

Os experimentos foram realizados seguindo a metodologia de inoculacao
de raizes inteiras propostas por Onyeka et al. (2005c) e adaptadas por Oliveira et
al. (2013), em que as raizes foram lavadas e submetidas a desinfestagdo com
hipoclorito de sodio (0,5%), em seguida perfuradas em trés pontos equidistantes
(6 mm de diametro) e adicionados 40 pL da suspensao de esporos de cada
patbgeno (conforme metodologia anteriormente descrita). Como controle
(testemunha), adicionou-se 40 pyL de agua destilada esterilizada no centro das
perfuracbes. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) (12

repeticdes x 10 variedades x 2 grupos de patdégenos).

b) Inoculacdo em folhas

Folhas saudaveis de cada variedade de mandioca foram colhidas e
desinfestadas com hipoclorito a 0,5%, e posteriormente lavadas com agua
destilada esterilizada e colocadas para secar sobre papel filtro esterilizado. A
nervura central de cada uma das folhas foi perfurada com uma agulha simples e
depositado um disco de micélio de 5 mm de crescimento fangico em meio BDA
(conforme descricdo anterior) no centro da lesdo. Como controle, foram utilizadas
folhas inoculadas com meio BDA sem crescimento fangico. O peciolo das folhas
foi envolvido com algodao umedecido para evitar a dessecacgao. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com: 2 grupos de patégenos x 10

variedades x 6 repeticdes (3 I6bulos cada).

¢) Inoculacdo em hastes destacadas

Segmento de caules de cada uma das variedades, com dois meses de
idade, foram colhidos e cortados em pedacos de 10 cm, desinfestadas com
hipoclorito de sédio a 0,5% e lavados em agua destilada esterilizada. As
extremidades dos segmentos foram cobertas com algoddo umedecido para evitar
a dessecacdo. Com uma agulha simples, foram realizados trés furos em

disposicéo triangular na superficie da haste e depositado um disco de micélio de 5



55

mm, de cada patégeno. Como tratamento controle (testemunha), depositou-se um
disco do meio BDA sem o crescimento fungico. O delineamento foi inteiramente
casualizado com: 2 grupos de patdégenos (podridao seca e negra) x 10 variedades

de mandioca x 3 repeti¢cdes (5 hastes cada).

d) Método de ferimento em manivas

Segmentos de 10 cm de caule (manivas) de plantas adultas
(aproximadamente 12 meses) foram perfurados (6 mm de diametro) entre as duas
primeiras gemas e em seguida, depositados discos de meio de cultura com 5 mm
de didmetro contendo as estruturas fungicas de cada patdgeno. Os locais de
inoculacdo foram cobertos com algoddo umedecido e envolvidos com filme de
PVC, para evitar contaminacdo externa e garantir a umidade no local de
inoculacdo. Como controle utilizou-se discos de meio BDA sem crescimento
fungico.

As manivas inoculadas e controle foram plantadas em sacos contendo 3kg
de solo esterilizado (mistura com proporcdes iguais de areia lavada, fibra de coco
e substrato vermiculita). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 10 variedades x 2 grupos de patdgenos x 4 repeticdes (6 plantas
cada). A avaliacdo foi realizada a cada cinco dias ap6s a inoculagcédo, até
completar dois meses. Os parametros avaliados foram: 1) mortalidade dos
acessos; 2) incidéncia e sintomas externos, por meio de escala de notas: 0 - Sem
sintoma; 1 - Amarelecimento e/ou murcha das folhas do terco inferior; 2 -
Amarelecimento e/ou murcha das folhas do terco inferior e médio; 3 -
Amarelecimento e/ou murcha das folhas de toda planta; 4 - Desfolha completa
e/ou morte da planta.

Todos os ensaios foram conduzidos em camaras de crescimento com
temperatura controlada em 26+2 °C, no escuro e umidade relativa >85%. As
raizes tuberosas inoculadas foram mantidas em bandejas plasticas, cobertas de
sacos plasticos transparentes para manter a umidade, e suas avaliagbes foram
realizadas 10 dias apés a inoculagéo, mensurando-se a area lesionada, por meio
de analise digital das imagens com auxilio do Programa ImageTool (University of
Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA) (OLIVEIRA et al., 2013).
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As folhas e hastes inoculadas foram mantidas em caixas transparentes, do
tipo gerbox, com a base recoberta por papel filtro estéril, e o desenvolvimento da
lesdo foi avaliado sete dias apoOs a inoculacédo, por meio de registro fotografico,
sendo as imagens analisadas com auxilio do programa ASSESS 2.0 (APS
Press®, 2002-2008).

Analises estatisticas

Os dados obtidos a partir de escalas de notas arbitrarias foram convertidos
em indice de Doenca (w), de acordo com Czermainsky (1999). Em seguida, os
dados quantitativos foram submetidos a analise de varidncia em esquema fatorial
e as médias agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05). A fim de se verificar as
relacbes entre os diferentes métodos testados, procedeu-se teste de correlacao
de Pearson (p < 0,05), e analise de agrupamento hierdrquico, com base na
distdncia Euclidiana, com auxilio dos pacotes ‘easyanova’; ‘corrgram’ e ‘gplots’

implementados no programa estatistico R (R Core Team, 2015).

RESULTADOS

Dentre as oito metodologias testadas, o método de imersdo das raizes e de
ferimento em manivas ndo apresentaram sintomas tipicos de podriddo radicular
durante o periodo de avaliacdo de dois meses. As demais metodologias
apresentaram sintomas inerentes aos patdgenos, possibilitando o reisolamento

dos mesmos, completando os postulados de Koch.

Metodologias de inoculacdo baseadas em imersdo de tecidos e infestacao
de solo

Na metodologia de imersdo de manivas em suspensdo de esporos
causadores de podriddo seca (IM-PS = imersdo de manivas — podridao seca) e
podriddo negra (IM-PN = imersdo de manivas — podriddo negra), com excecao do
controle (testemunha), todos os tratamentos apresentaram sintomas
caracteristicos da doenca, como murcha e amarelecimento das folhas, em um
periodo meédio de 45 dias ap0s a inoculagcédo (DAI), culminando com a morte da

planta aos 60 DAI. O mesmo resultado foi obtido nos tratamentos envolvendo a
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infestacdo de solo com isolados de podridao seca (IS-PS = infestagdo do solo —
podriddo seca).

As testemunhas de todos os tratamentos apresentaram maior peso da
parte aérea, peso de raiz, volume de raiz e menor indice de doenca, diferindo dos
diferentes tratamentos inoculados. Por outro lado, a podridado radicular reduziu
significativamente o crescimento da parte aérea de ambas as variedades. Nao
houve diferenca na severidade dos sintomas das variedades Fécula Branca e
Olho Junto, considerando as diferentes metodologias de inoculacdo, assim como
ndo houve diferenca entre os métodos de imersao e infestacdo do solo para uma
mesma variedade, considerando o peso da parte aérea (Figura 1). Os pesos da
parte aérea das variedades Fécula Branca e Olho Junto, respectivamente, para
cada tratamento foram IM-PS (3,08 e 4,89 g); IM-PN (0,6 e 2,54 g); IS-PS (0,7 e
3,59 g); IS-PN (4,7 e 2,02 g), enquanto o controle das duas variedades
apresentou 23,18 e 35,49 g, respectivamente.
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Figura 1. Peso fresco (g) da parte aérea das variedades Fécula Branca e Olho
Junto quando inoculadas com patogenos de podriddo negra e seca. Médias

seguidas pela mesma letra maiuscula (comparam variedades dentro do mesmo
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tratamento) e minusculas (tratamentos dentro de variedades) nao diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Os diferentes métodos de inoculacdo baseados em imersao de tecidos e
infestacdo de solo também foram eficientes na reducdo do peso fresco e no
volume de raizes (Figuras 2 e 3). Diferencas varietais foram observadas apenas
no método IM-PS, com superioridade da variedade Olho Junto sobre a Fécula
Branca quanto ao peso fresco e volume de raizes. Embora sem diferenca
significativa observou-se maior desenvolvimento do sistema radicular da

variedade Olho Junto também no método IS-PS.
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Figura 2. Peso fresco de raizes (g) das variedades Fécula Branca e Olho Junto
guando inoculadas por patégenos de podriddo negra e seca. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula (variedades dentro do mesmo tratamento) e as
minusculas (tratamentos dentro de variedades) ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).

Com relagcéo ao indice de doenca, a variedade Fécula Branca apresentou

w =17,96 nos quatro métodos de inoculagao, enquanto na variedade Olho Junto,
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o método IM-PN diferiu dos demais por apresentar maior indice de doenga (w=
42,02) (Figura 4).
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Figura 3. Volume de raizes (cm?) das variedades Fécula Branca e Olho Junto
quando inoculadas com patégenos de podriddo negra e seca. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula (variedades dentro do mesmo tratamento) e
minuUsculas (tratamentos dentro de variedades) nao diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 4. indice de doenca (o) das variedades Fécula Branca e Olho Junto
quando inoculadas por patdgenos de podriddo negra e seca. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula (variedades dentro do mesmo tratamento) e as
minuUsculas (tratamentos dentro de variedades) nao diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).

Inoculacdo em tecido destacado

Inoculacdo em raizes tuberosas

De modo geral houve comportamento distinto entre as variedades dentro dos
grupos de patdégenos e tecidos inoculados. Por exemplo, na avaliacdo da
resisténcia a podriddo negra na casca, a variedade que apresentou a maior lesao
foi a BRS Aramaris (421,44mm3), enquanto as variedades Salangdé Preta, BRS
Tapioqueira e Olho Junto, apresentaram as menores areas lesionadas, com 34,89
mm2, 69,05 mm? e 78,52 mm?2, respectivamente. Por outro lado, na avaliagdo da
inoculacdo na polpa, as variedades BRS Dourada (86,70 mm?2), Salang6 Preta
(64,46 mm?2) e BRS Tapioqueira (130,69 mmz?), apresentaram as menores lesdes
(Figura 5). Quando inoculadas com patdgenos causadores da podridao seca, a
BRS Formosa apresentou maior lesdo na casca (266,72 mm?2), enquanto para a

polpa, as maiores areas lesionadas foram observadas nas variedades BRS Kiriris
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(208,44 mm?), BRS Formosa (193,88 mm?) e BRS Verdinha (173,75 mm?) (Figura
6).
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Figura 5. Areas lesionadas por patégenos causadores de podriddo negra em
diferentes variedades de mandioca, quando inoculadas na casca e polpa das
raizes. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (lesdo dentro da mesma
variedade) e as minusculas (variedades em cada tecido) nao diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 6. Areas lesionadas por patégenos causadores de podriddo seca em
diferentes variedades de mandioca, quando inoculadas na casca e polpa das
raizes. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (lesdo dentro da mesma
variedade) e as minusculas (variedades em cada tecido) nao diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (p<0,05).

Inoculacdo em folhas

O método de inoculagéo da podridao radicular em folhas também foi efetivo
no aparecimento de sintomas em todas as variedades de mandioca analisadas.
Estes sintomas apareceram em forma de lesdo na superficie da folha apos 48h da
inoculacdo. Como resultado este método também revelou diferencas importantes
no percentual da é&rea lesionada nas diferentes variedades, pois a BRS
Tapioqueira (70,06%) e BRS Kiriris (68,03%) foram bastante suscetiveis aos
patbgenos causadores da podriddo negra (Figura 8). Por outro lado, as
variedades Fécula Branca (51,67%), BRS Dourada (42,38%), BRS Tapioqueira
(37,85%), BRS Poti Branca (34,6%) e BRS Verdinha (33,62%) foram as mais
suscetiveis na avaliagdo da podridao seca (Figura 7).
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Figura 7. Percentual de area lesionada causada por patdégenos associados a
podriddo negra e seca em diferentes variedades de mandioca, apés inoculacéo
nas folhas. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (les&o dentro da mesma
variedade) e as minusculas (variedades em cada tecido) nao diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (p<0,05).

Inoculacdo em hastes destacadas

O método de inoculagdo em hastes destacadas também foi bastante
efetivo no aparecimento de sintomas associados aos patdgenos causadores da
podriddo radicular de mandioca, bem como na diferenciacdo do comportamento
varietal. Com relacdo aos patdgenos de podriddo negra, a BRS Aramaris foi a
mais suscetivel, com um percentual de 34,29% de area lesionada, enquanto para
podriddo seca, as variedades BRS Aramaris e BRS Kiriris, apresentaram maior
percentual de area lesionada (43,59 e 35,71%, respectivamente). As variedades
Poti Branca, BRS Tapioqueira, Olho Junto, Formosa e Salangé Preta

apresentaram menor area lesionada para os dois grupos de patogenos (Figura 8).
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Figura 8. Percentual de area lesionada causada por patdgenos associados a
podriddo negra e seca em diferentes variedades de mandioca, apés inoculacéo
nas hastes. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (lesdo dentro da
mesma variedade) e as minusculas (variedades em cada tecido) nao diferem

entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Embora todos os métodos avaliados para screening de germoplasma na
busca de fontes de resisténcia tenham apresentado lesdes classicas nas
variedades testadas, houve uma grande discrepancia no ordenamento das
variedades pelos diferentes métodos. Contudo, houve forte correlacdo positiva
entre os dados de podriddo negra e seca da haste (r = 0,94, P= 0,001), e entre a
inoculacao por podriddo seca na casca e polpa da raiz (r = 0,73, P = 0,01), além
da correlagdo moderada entre podriddo negra da haste e casca da raiz (r = 0,56,
P =0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Correlacdo de Pearson entre metodologias de inoculacéo de podridéo
negra e seca em diferentes variedades de mandioca. Parte superior do
correlograma refere-se a significancia da correlacdo entre as variaveis; na
diagonal estdo as variaveis avaliadas com um histograma (cinza) com a
distribuicdo dos tratamentos; na parte inferior estdo os mapas de pontos
(Scatterplot) para as correlacdes entre as variaveis e a linha de tendéncia da
interacdo. PNH = podriddo negra da haste; PSH = podriddo seca da haste; PNF =
podriddo negra em folha; PSF = podridao seca em folha; PNPR = podridao negra
na polpa da raiz; PSPR = podriddo seca na polpa da raiz; PNCR = podridao negra

na casca da raiz; PSCR = podridédo seca na casca da raiz.

O agrupamento da reacdo das variedades quando inoculadas em
diferentes tecidos revelou a formacéo de trés grupos (Figura 10). No geral, as

variedades que apresentaram maior suscetibilidade (Grupo ‘1) foram as BRS
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Kiriris, BRS Verdinha e BRS Aramaris. Dentro do Grupo ‘1’, apenas a variedade
BRS Kiriris n&o foi classificada como resistente ou moderadamente resistente em
qualquer tecido inoculado, enquanto as variedades BRS Verdinha e BRS
Aramaris comportaram-se como moderadamente resistentes a podriddo negra de

folha e podridédo seca de folha, respectivamente.
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Figura 10. Mapa de calor (heatmap) e agrupamento hierarquico das variedades
de mandioca quanto ao comportamento quando inoculadas por podriddo negra e
seca em diferentes tecidos da planta. Grupo A = Inoculacdo em tecidos do
sistema radicular da planta; Grupo B = Inoculacdo em tecidos da parte aérea da
planta. Grupo ‘1’ = Suscetiveis; Grupo ‘2’ = Moderadamente Suscetiveis; Grupo
‘3’ = Moderadamente Resistentes. R = Resistente; MR = Moderadamente
Resistente; MS = Moderamente Suscetivel; S= Suscetivel e ES = Extremamente

Suscetivel.

As variedades Fécula Branca, BRS Dourada e BRS Tapioqueira foram
alocadas no Grupo ‘2’ (Figura 10), e dentre estas variedades, apenas a Feécula

Branca néo apresentou resisténcia em nenhum tecido inoculado. Por outro lado, a
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BRS Dourada foi classificada como resistente na polpa da raiz para os dois
grupos de patégenos, e a BRS Tapioqueira apresentou resisténcia moderada a
inoculacdo por patdgenos de podriddo negra na casca e patdogenos de podridédo
seca na polpa da raiz.

O Grupo ‘3 foi composto por variedades com maior nivel de resisténcia a
podriddo radicular (BRS Formosa, Salango6 Preta, BRS Poti Branca e Olho Junto).
Dentre estas variedades, a Salango Preta foi a que apresentou o maior percentual
de concordancia entre as diferentes metodologias, sendo classificada como
resistente ou moderadamente resistente em 75% das metodologias avaliadas
(6/8).

Em relacdo aos diferentes métodos de inoculacdo (Figura 10) foram
formados dois grupos distintos, nos quais observou-se maior concordancia entre
as reagOes esperadas com as inoculagdes no sistema radicular (grupo ‘A’), assim
como para as inoculagfes realizadas em tecidos da parte aérea (haste e folha,

grupo ‘B’).

DISCUSSAO

A busca de gendtipos resistentes a doencas € um dos principais focos dos
programas de melhoramento de mandioca. Portanto, a primeira etapa para
selecdo de acessos resistentes a podridao radicular seria o estabelecimento de
métodos de inoculagbes eficientes. As metodologias de inoculacdo baseadas em
imersao de tecidos e infestacdo de solo, resultaram em sintomas tipicos da
podriddo radicular. Porém, ao considerar a possibilidade de avaliacdo simultanea
para diferentes patdgenos, a infestacdo do solo foi mais efetiva na reducédo do
peso e volume de raizes para os dois grupos de patdégenos, nao diferindo do
método de imersdo de manivas, quanto a reducdo da parte aérea e indice de
doenca. Portanto, o método de infestacdo do solo pode ser indicado para futuras
avaliacdes da reacdo de gendtipos de mandioca a podridao radicular em casa-de-
vegetacdo. Resultados similares foram obtidos em inoculagbes com Fusarium
solani em &rvores de jacaranda, nas quais a infestacdo do solo possibilitou o
aparecimento de sintomas tipicos de podriddo radicular nesta espécie, com
elevada reducdo do peso fresco e volume de raiz e comprimento da parte aérea,

quando comparado a inoculagéo direta no caule (RAJPUT et al., 2008).
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Com intuito de reduzir o tempo necessario para o screening de acessos de
mandioca, e para permitir a avaliagdo simultdnea de um grande numero de
plantas com otimizacdo de recursos (tempo, espaco, custo), realizou-se a
avaliacdo paralela de seis metodologias para selecdo em condicbes de
laboratorio, utilizando tecido destacado.

Como resultado, nao foi verificada indugéo de sintomas tipicos de podridao
radicular quando os tecidos foram submetidos aos métodos de inoculacdo por
‘ferimentos em manivas’ e de ‘imersao de raizes’, durante o periodo de avaliagao
de dois meses. Contudo, é possivel que a avaliagdo por um periodo maior
permita a expressdo dos sintomas da podriddo radicular, porém seria uma
metodologia pouco adequada por ndo permitir uma avaliacdo precoce. Com isso,
o longo periodo para manifestacdo dos sintomas da doenca reduz a eficacia do
método nos quesitos de praticidade e rapidez na avaliagdo do germoplasma em
busca de fontes de resisténcia.

Embora a inoculacdo de patdégenos da familia Botryosphaeriaceae e
género Fusarium em hastes de mudas destacadas tenham sido relatadas em
mandioca (ONYEKA et al., 2005c; MSIKITA et al., 2005) e outros patossistemas
(BOKHARI et al., 2008; LINALDEDDU et al., 2011), os resultados do plantio das
manivas inoculadas por meio de ferimento ndo resultou em sintomas externos
tipicos da podriddo radicular. Portanto, apdés os dois meses de avaliacdo, a
metodologia foi adaptada e as hastes que brotaram a partir das manivas
infestadas foram destacadas e utilizadas em outro experimento. A metodologia de
inoculag&o por imerséo das raizes também é comumente utilizada, com éxito, em
testes de resisténcia a espécies de Fusarium em outras culturas (LI et al., 2008;
ANITHA; RABEETH, 2009; AGUIAR et al., 2013). Contudo, a sua ineficiéncia
pode estar relacionada com a capacidade de regeneracéo do sistema radicular da
mandioca. A inoculacdo ndo impediu o desenvolvimento de novas raizes pelo
caule e, consequentemente, a recuperacdo da planta inoculada, mesmo que
tenha havido a morte das raizes adventicias presentes no momento da
inoculacao.

Os demais métodos de inoculagédo avaliados no presente trabalho foram
eficazes na reproducdo dos sintomas da podriddo radicular, e distinguiram

variedades de mandioca quanto a resisténcia a podriddo negra e seca, tanto em
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condicdes de laboratdrio, como em casa de vegetacdo. Por conseguinte, podem
ser recomendados em trabalhos futuros que tenham por objetivo obter
informacdes sobre o nivel de resisténcia genética em germoplasma de mandioca.
Porém, é preciso levar em consideracdo a presenca de dois ou mais patégenos
de podriddo radicular em condicbes de campo (MSIKITA et al, 2005;
BANDYOPADHYAY et al., 2006; BUA; OKELLO, 2011). Por isso, € necessario a
adocdo de métodos de inoculacdo que possibilitem avaliagdo para ambas as
doencas.

Quanto ao desempenho dos métodos de inoculagdo avaliados, a
inoculacdo em raizes, apesar de ser a metodologia de inoculagdo atualmente
utilizada na busca por fontes de resisténcia a podriddo radicular (ONYEKA et al.,
2005a; OLIVEIRA et al., 2013; VILAS-BOAS et al., 2016), é uma metodologia que
necessita de uma programacao na colheita das raizes (com tempo minimo de 10
meses de plantio) e uma minuciosa triagem para que ndo sejam utilizadas raizes
com injurias e com infec¢des provenientes do campo. Outro agravante € que 0s
sintomas da deterioracao fisioldgica pds-colheita podem ser confundidos com os
sintomas tipicos causados pelos patdgenos, levando a uma ma interpretacdo dos
resultados, conforme observado durante as avaliagdes destes experimentos. Com
base nessas informacdes, torna-se necessaria uma metodologia alternativa e
eficiente, que represente o comportamento dos genétipos em campo.

Senthil et al. (2013b), compararam inoculagfes em hastes, raizes e folhas
de mandioca, e observaram correlacdo positiva (0,88) entre os sintomas na folha
e raiz. Correlagcdes negativas para folha e haste (-0,66) e raiz e haste (-0,68),
também foram observadas por estes autores. Senthil et al. (2013b), também
relataram que a inoculacdo em folha destacada € um método rapido e confiavel,
com uma menor variacdo da resposta das cultivares de mandioca quanto a
podriddo mole das raizes, causada por Phytophthora palmivora, e pode substituir
a inoculagdo em raiz. Resultados similares foram relatados para Phytophthora
tropicalis, também causador da podriddo mole da mandioca com moderada
correlacdo positiva (0,37) entre os sintomas nas folhas e raizes (LOKE et al.,
2004). Porém, nenhum dos dois trabalhos apresentou a correlacdo com o0s

resultados de experimentos em campo.
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Quando as folhas de mandioca foram inoculadas com Fusarium solani e
Neoscytalidium hyalinum, foi possivel observar a evolucédo dos sintomas ao longo
de todo o periodo de avaliacéo, fator que comprova a infeccdo desses patdgenos
neste tecido e possibilitou diferenciar as variedades quanto ao percentual de area
lesionada. A metodologia de inoculagcdo em folhas tem sido utilizada com sucesso
em outros patossistemas com espécies do género Fusarium, a exemplo da
podriddo vermelha da raiz da soja, causada por Fusarium tucumaniae (FRANCO
et al., 2009) e da podridao do meldo causada por Fusarium oxysporum (NTUI et
al., 2010). Porém, a correlacdo entre os sintomas da podriddo radicular da
mandioca quando inoculadas nas folhas e hastes foi positiva, mas néo
significativa. Além disso, ndo foi observada correlagdo entre as inoculacdes em
folhas e raizes. Desta forma, ainda sera necessario investigar a correlacdo entre
os métodos de inoculacdo nos diferentes tecidos da planta, para refletir de forma
mais acurada a resisténcia varietal em condi¢cdes de campo, para a indicagao das
metodologias mais promissoras para a triagem de gendtipos com resisténcia
multipla.

Independente dos patdgenos, os métodos de inoculagdo foram agrupados
separadamente em casca, polpa, haste e folha. A auséncia de correlagbes
significativas entre inoculacbes em tecidos destacados, bem como seu
agrupamento em funcéo do tecido (parte aérea ou sistema radicular) levam a crer
que 0s mecanismos de resisténcia a podriddo radicular sao diferentes em cada
tecido avaliado.

Correlacdo moderada (r = 0,73) entre os sintomas da podridao radicular na
casca e polpa da raiz quando inoculadas com F. solani, também foi constatada
por Vilas-Boas et al. (2016), que sugerem selecao de variedades resistentes com
base nos sintomas em ambos tecidos. Essa diferenca da resisténcia entre as
variedades de mandioca a podriddo radicular pode estar relacionada a seus
mecanismos estruturais e bioquimicos, que podem retardar ou bloquear a entrada
ou a subsequente atividade dos patégenos em seus tecidos. Essas barreiras sao
divididas em pré-formadas (fendis, inibidores protéicos, quitinase, cuticula,
tricomas, estbmatos, vasos condutores) sendo que a sua expressao independe da
presenca do patdégeno, e pés-formadas (papilas, halos, lignificagdo, camadas de

cortica e de abscisao, tiloses, fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese)
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guando a expressao s6 se verifica ap6s o contato com o patdgeno
(HUCKELHOVEN, 2007).

Loke et al. (2004) atribuiram os diferentes niveis de resisténcia de 22
genotipos de mandioca quanto a infeccdo na casca (pré-penetracdo) e polpa
(pGs-penetracdo), aos diferentes niveis de ferro, essencial na sintese de
fitoalexinas, substancia fungitoxica, e de manganés da planta. Yergeau et al.
(2006) também observaram relacbes significativas entre a incidéncia de
populacbes de Fusarium spp. e os niveis de ferro e manganés em aspargos.
Esses compostos podem estimular ou inibir a producdo de certas enzimas
pectinoliticas em microrganismos (KHAN; BARATE, 2016) e influenciar
diretamente na severidade das doencas radiculares (MUCHA et al., 2012). Desta
forma, é necessario investigar quais mecanismos de acdo podem estar
relacionados a fatores estruturais e bioquimicos, pré ou poés-formados, na
infeccdo da mandioca por patégenos de podriddo radicular, como forma de
entendimento dos niveis de resisténcia dos genaotipos.

Em relacdo ao comportamento das 10 variedades de mandioca, nao foi
possivel observar nenhuma relacdo entre o fenétipo atribuida as variedades BRS
Kiriris e BRS Aramaris, ambas consideradas resistentes em condi¢cdes de campo
a podriddo radicular (FUKUDA et al., 2002), com as inocula¢cdes em tecidos
destacados. Além disso, essas variedades nao apresentaram uniformidade no
ranqueamento, quando avaliadas nos diferentes métodos de inoculacao.

A BRS Aramaris apresentou resisténcia moderada aos patdgenos
causadores de podriddo seca apenas na inoculagdo em folha. Oliveira et al.
(2013) avaliaram o comportamento de sete variedades de mandioca quando
inoculadas por Fusarium spp., e também classificaram a BRS Aramaris e a Fécula
Branca como suscetiveis a podridao radicular, e a variedade BRS Kiriris como
moderadamente resistente. Estes resultados evidenciam que a resisténcia a
podriddo radicular pode ter um padrdo quantitativo, controlada por genes de
pequenos efeitos, cuja heranca é caracterizada pela auséncia de resisténcia
completa, além da alta influéncia do ambiente sobre a incidéncia e severidade da
doenca (VILAS-BOAS et al., 2016). Por outro lado, a variedade Fécula Branca,

gque em experimento anteriores foi classificada como altamente suscetivel a
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podriddo radicular em condi¢cbes de campo (dados ndo publicados), também foi
classificada como suscetivel em todos os tecidos avaliados.

A prioridade na selecédo de parentais deve ser a identificacdo de acessos
com desempenho genotipico favoravel contra os diversos patdégenos causadores
da podriddo radicular. Porém, além de pouco estudada, a base genética da
resisténcia a multiplos patégenos é complexa, considerando as interacfes
ambientais, a presenca de diferentes estirpes patogénicas, bem como a
expressao diferenciada dos sintomas em diferentes partes da planta (dados ndo
publicados), a exemplo do que foi observado na casca, polpa das raizes, hastes e

folhas da mandioca.

CONCLUSOES

A metodologia de infestacdo do solo pode ser indicada para avaliagdes da
reacdo de gendtipos de mandioca a podridao radicular em casa-de-vegetacao.

Os métodos de ferimento em manivas e de imersdo das raizes nédo
apresentaram sintomas tipicos de podriddo radicular, ndo sendo indicados para
testes de resisténcia em ambiente controlado.

A baixa correlacao entre os métodos de inoculagcdo em tecidos destacados
€ um indicio de que a resisténcia em cada tecido da mandioca é independente.
Sera necessario investigar a correlacdo entre os métodos de inoculacdo nos
diferentes tecidos da planta e os dados em condi¢bes de campo, para refletir de
forma mais acurada a resisténcia varietal.

As variedades BRS Kiriris, BRS Verdinha e BRS Aramaris apresentaram
uma maior suscetibilidade a ambas as doencas, enquanto as variedades BRS
Formosa, Salangd Preta, BRS Poti Branca e Olho Junto apresentaram um maior

nivel de resisténcia.
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1

CONSIDERACOES FINAIS

A podrid&o radicular € uma doenca limitante da cultura da mandioca e j& foi
diagnosticada em todos os estados brasileiros. O uso de variedades resistentes &
a medida de controle mais eficiente para a doenca, e por iSso 0s programas de
melhoramento tém focado em desenvolvimento de pesquisas para identificacao
de genodtipos com resisténcia mdaltipla aos patégenos associados a podridao
radicular.

Nesse trabalho observou-se que os isolados de podridao radicular diferem
quanto a sua agressividade, que o meio de cultura e a temperatura de incubacao
influenciam o crescimento e esporulagéo dos isolados, e a severidade da doenca
provocada pelos diferentes grupos de patdgenos associados a podridao radicular
foi afetada pela temperatura de incubacéo do tecido inoculado.

O método de selecdo baseado no plantio de hastes em solo infestado
artificialmente proporcionou o surgimento de sintomas analogos a situacdo de
campo, envolvendo a morte prematura de manivas, reducdo do crescimento da
parte aérea (peso fresco), do volume e peso fresco do sistema radicular. O
comportamento das variedades quando inoculadas em diferentes tecidos
destacados evidenciou a existéncia de possiveis mecanismos de resisténcia
tecido-especificos, devido a baixa frequéncia de concordancia entre as
classificacdes dos acessos para cada um dos tecidos testados.

Dessa forma, as metodologias propostas, em conjunto com estudos sobre
a interacdo planta-patdégeno, e o entendimento dos possiveis genes associados a
resisténcia a podridao radicular, servirdo de base para o melhoramento genético

da mandioca e desenvolvimento de variedades resistentes.



