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Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Desde cedo, demonstrou um profundo
interesse pelas ciéncias naturais e pela agricultura, o que o levou a ingressar
no curso de Agronomia na Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT),
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associados a anomalias de e apodrecimento de vagens em plantas, utilizando

técnicas moleculares avangadas.
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RESUMO

RAMOS, LUCAS GUIMARAES; M. Sc.: UNIVERSIDADE DO ESTADO DE
MATO GROSSO; marco de 2025; Identificagdo molecular de fungos presentes
em plantas acometidas pela anomalia da soja; Orientador: Thiago Alexandre
Santana Gilio, coorientadores: Solange Maria Bonaldo e Marcio Rogia
Zanuzzo.

A soja (Glycine max) é uma das principais culturas agricolas do mundo, sendo
o Brasil o maior produtor e exportador global desse grao. Sua importancia
econdmica se reflete ndo apenas na producdo de graos, mas também na
geracgao de farelo e oleo, essenciais para a alimentagdo humana e animal. No
entanto, a cultura da soja enfrenta diversos desafios fitossanitarios, incluindo a
presencga de fungos patogénicos que podem comprometer a produtividade e a
qualidade da colheita. Este estudo teve como objetivo identificar fungos
associados a plantas afetadas pela anomalia da soja utilizando técnicas
moleculares. Foram coletadas amostras de plantas sintomaticas em municipios
da regiao médio-norte do Mato Grosso e da regido sul de Rondénia. O DNA
das amostras foi extraido utilizando o Kit DNeasy® (QIAGEN®) e submetido a
amplificagdo das regides ITS e LSU. As sequéncias obtidas foram alinhadas e
comparadas com sequéncias de referéncia disponiveis por meio da ferramenta
BLAST. Foram realizadas analises filogenéticas utilizando o método de Maxima
Parcimbnia. Foram construidos dendrogramas tanto para as regides isoladas
quanto para a matriz concatenada das regides analisadas. A analise molecular
revelou a presencga de isolados pertencentes aos géneros Moniliophthora sp.,
Colletotrichum sp., Corynespora sp., Diaporthe sp., Fusarium sp., Xylaria sp. e
Neurospora sp. Nao ha registros prévios na literatura sobre a ocorréncia de

Moniliophthora sp., Xylaria sp. € Neurospora sp. em soja.

Palavras-chave: Glycine max, podridao de vagens, sequenciamento, filogenia.
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ABSTRACT

RAMOS, LUCAS GUIMARAES; M. Sc.: STATE UNIVERSITY OF MATO
GROSSO; March 2025; Molecular identification of fungi present in plants
affected by soybean anomaly; Supervisor: Thiago Alexandre Santana Gilio, co-
supervisor: Solange Maria Bonaldo and Marcio Rogia Zanuzzo.

Soybean (Glycine max) is one of the world's main agricultural crops, with Brazil
being the largest global producer and exporter of this grain. Its economic
importance extends beyond grain production to the generation of soybean meal
and oil, which are essential for human and animal nutrition. However, soybean
cultivation faces several phytosanitary challenges, including pathogenic fungi
that can compromise yield and grain quality. This study aimed to identify fungi
associated with plants affected by soybean anomaly using molecular
techniques. Samples of symptomatic plants were collected from municipalities
in the mid-northern region of Mato Grosso and the southern region of Ronddnia.
DNA was extracted using the DNeasy® Kit (QIAGEN®) and amplified for the
ITS and LSU regions. The obtained sequences were aligned and compared with
reference sequences using the BLAST tool. Phylogenetic analyses were
performed using the Maximum Parsimony method. Dendrograms were
constructed for both the isolated regions and the concatenated matrix of the
analyzed regions. Molecular analysis revealed the presence of isolates
belonging to the genera Moniliophthora sp., Colletotrichum sp., Corynespora
sp., Diaporthe sp., Fusarium sp., Xylaria sp., and Neurospora sp. There are no
previous reports in the literature on the occurrence of Moniliophthora sp., Xylaria

sp., and Neurospora sp. in soybean.

Keywords: Glycine max, pod rot, sequencing, phylogeny.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de graos de soja a nivel global
(Coelho, 2024), sendo também o terceiro maior produtor de farelo de soja e o
segundo maior exportador de 6leo de soja (USDA, 2024). No Brasil os principais
estados produtores de soja sdo os estados de Mato Grosso, Rio Grande do
Sul, Parana, Goias, e Mato Grosso do Sul. Entre esses, o estado de Mato
Grosso € o maior produtor na safra 2023/2024 mesmo considerando o déficit
de precipitacdo nos primeiros meses da safra 2023/2024, que reduziu a
produtividade de modo acentuado nas primeiras areas colhidas (CONAB
2024a, 2024c; Coelho, 2024).

A importancia da soja ndo se concentra somente no escopo da
economia global, mas também, no fornecimento de alimentos e energia
(Messina, 2022), conferindo ao grao fungéo essencial na garantia da seguranga

alimentar e energética da populagdo mundial (Souza et al., 2022).

Embora o Brasil esteja se destacando como um dos principais
produtores mundiais de soja, impulsionado por aumentos na produtividade,
expansdo de fronteiras agricolas e avangos tecnoldgicos, ainda existem
desafios fitossanitarios que afetam a quantidade e qualidade da producéo. A
interagdo entre plantas e fatores ambientais favoraveis aos fitopatdbgenos
desempenha um papel crucial na incidéncia e severidade de doengas (Bettiol;
Ghini, 2017).

Mudancas de temperatura alteram a morfologia e fisiologia das plantas
hospedeiras, afetando suas interacbes simbidticas e o ciclo de vida dos
patdogenos que podem adaptar-se para sobreviver e se disseminar afetando
também a adaptacdo a curto e longo prazo das interacdes planta-microbiota
(Agrios, 2005; Trivedi et al., 2022; Xiao-Jie et al., 2022).



Nas ultimas safras foram observadas ocorréncias de anomalias, de
guebramento de haste (Embrapa, 2022), de apodrecimento de vagens e graos
em lavouras de soja na regido medio-norte do estado de Mato Grosso (Wruck,
et al., 2023), ocorrendo proximo da fase de maturagao fisioldgica, causando
reducdes de produtividade de até 30% (Embrapa, 2022).

Na safra 2020/2021, foi observado abortamento de vagens e sementes
de soja com o relato da presenga dos fungos patogénicos do género
Colletotrichum spp., Macrophomina sp., Phoma sp., € Diaporthe (=Phomopsis).
Nesses levantamentos foram observados respectivamente fungos do género
Colletotrichum spp. e Phoma sp. em maior frequéncia (Nazario, 2023). Sendo
estes, considerados patégenos oportunistas, saprébios e enddfitos da soja
(Agroemdia, 2021).

Na safra 2021/22, cerca de 31% da area semeada de soja no Mato
Grosso foi afetada pelo apodrecimento de gréos e vagens, causando danos a
produgao estimados entre 16% e 30% (IMEA, 2022), o que representou uma
perda estimada na época de mais de R$9,6 bilhdes, segundo a cotagdo média
da safra (EMBRAPA, 2022). Na safra 2023/2024, observou-se menor incidéncia
de anomalias, quebras de haste e podridao de vagens. Acredita-se esse evento
ocorreu devido a baixa pluviosidade causada pelo fenébmeno climatico E/ Nifio
(Faverin, 2024).

Neste sentido a causa dessa anomalia ainda € incerta, podendo ser de
natureza bidtica ou mesmo de natureza abidtica ou uma interacdo os dois
fatores. No entanto, diversos fungos fitopatogénicos foram isolados de plantas
afetadas (EMBRAPA, 2022).

Os sintomas surgem em diferentes estadios de desenvolvimento, sendo
mais perceptiveis a partir do estadio reprodutivo R5.1, quando as vagens
comegam a se desenvolver e os graos se tornam visiveis ao toque (Bonaldo,
2021; Santos et al, 2024).



Dentre os sintomas, os principais incluem apodrecimento de vagens,
maturagéo precoce de vagens e graos em diferentes partes da planta, abertura
precoce das vagens, germinacdo de grdaos antes da maturacdo completa,
desenvolvimento vegetativo anormal e quebramento de hastes nas fases

vegetativas (Santos et al., 2024).

Esse estadio € crucial para a definicdo do rendimento da cultura,
caracterizado por alta demanda nutricional e sensibilidade a estresse.
Problemas nesta fase afetam negativamente o enchimento dos graos e,
consequentemente, o rendimento e a qualidade final dos mesmos (Teng et al.,
2023).

Para solucionar tais problematicas nomeadas como anomalias na soja,
a identificacdo da causa e de agentes causais € essencial. Quando a causa é
de origem bidtica, existem dois métodos principais para essa identificagao:
morfolégica e molecular que muitas vezes devem caminhar juntas. A
identificacdo morfoldgica € um método convencional que permite isolar e
identificar diversos fungos fitopatogénicos, como Colletotrichum truncatum,
Choanephora sp., Fusarium spp., Cercospora sp., € Myrothecium sp. (Bonaldo
e Pereira, 2022). No entanto, dificuldades sdo observadas como no caso do
género Moniliophthora, onde muitas vezes sao inconclusivas a identificacdo a
nivel de espécies apenas com base na morfologia para algumas variagdes
(Aslam et al., 2017).

Devido as limitagdes da identificagcdo morfoldgica, técnicas moleculares,
como PCR e sequenciamento genético, podem ser utilizadas como ferramentas
precisas para superar esses desafios (Ribeiro, 2019). Essas técnicas permitem
uma identificacdo rapida e assertiva dos agentes causais, facilitando o
monitoramento € 0 manejo adequado das doencas nas lavouras de soja,
reduzindo assim as perdas de produtividade (Aggarwal et al., 2011; Aslam et
al., 2017; Ribeiro, 2019).



O presente trabalho teve como objetivo identificar através de técnicas
moleculares as espécies fungicas provenientes de plantas de soja com
sintomas de anomalia provenientes dos municipios mato-grossenses de Sinop,
Sorriso, Feliz Natal, Lucas do Rio Verde e Nova Guarita, bem como do

municipio de Corumbiara e Cerejeiras, em Rondbnia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da cultura da soja

A cultura da soja é de inestimavel importancia econémica no mundo,
constituindo como uma das principais fontes de proteina destinada a
alimentacdo humana e animal. Sua importancia ndo somente esta associada
ao consumo de seus graos in natura, mas também a ampla variedade de

produtos que podem ser oriundos de seu beneficiamento (Silva et al., 2021).

De acordo com dados levantados pela Organizagédo das Nag¢des Unidas
para Agricultura e Alimentacao (FAO), a producdo mundial de soja em 2020 foi
de aproximadamente 363 milhdes de toneladas. Tendo como paises
protagonistas na produgao e exportagdo do grdo, o Brasil, os Estados Unidos

e a Argentina. Fonte?

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(2021), a exportacao de soja e seus derivados acumularam um montante de
US$ 35 bilhdes no ano de 2020, contribuindo significativamente para o PIB
(Produto Interno Bruto) nacional e do agronegdcio brasileiro, a cultura da soja

€ responsavel pela geragado de emprego e renda.

Na safra 2022/23, foi estimada a produgdo dos grdos em
aproximadamente 154,8 milhdes de toneladas, com producao liderada pelo
estado do Mato Grosso, com 29,1% da producao nacional do grao (MAPA,
2023). Constituindo atualmente como o produto mais importante da maioria dos

estados brasileiros, sendo principal cultura de produgédo (MAPA, 2023).

Estima-se que a producdo de soja no proximo decénio atinja 186,7
milhées de toneladas, 20,6% a mais do que o produzido na safra 2022/23

(CONAB, 2023). Esse crescimento € impulsionado pelas proje¢cdes de area



plantada, que devera aumentar em 27,5%, ultrapassando os atuais 43,8 bilhdes
de hectares (CONAB, 2023).

Paralelamente, as exportagdes de soja em grdo projetadas para
2032/33 sao de 130,4 milhdes de toneladas, colocando o Brasil como
responsavel por 60,6% de participacdo nas exportagdes mundiais, seja em
grao, farelo de soja e 6leo de soja (ABIOVE; MAPA, 2023).

2.2. Doengas na soja

Embora projecbes escalem o Brasil como protagonista na produgéao
mundial de soja, tendo como base o crescente aumento de produtividade aliado
a expansao de fronteiras agricolas e aos avancos tecnoldgicos na cultura, ainda
ha fatores limitantes de produtividade que inferem na quantidade e qualidade

final do produto. Fonte?

Estes fatores em sua maioria sdo decorrentes da interacdo entre as
plantas e fatores ambientais favoraveis. A incidéncia e a severidade da doencga
estao intrinsicamente relacionadas a acdo do ambiente e suas variagdes sobre

0 agente patogénico (Agrios, 2005; Bettiol; Ghini, 2017).

De maneira geral, os impactos das alteragdes de temperatura sobre as
plantas hospedeiras, interferem de variadas formas sobre sua morfologia e
fisiologia, decorrente disso, como efeitos secundarios, o clima também interfere
em suas interagdes simbidticas (Bettiol; Ghini, 2017; Xiao-Jie et al., 2022) e no
ciclo de vida dos patégenos, conferindo adaptagdes para sobrevivéncia e

dispersdo para perpetuagao da espécie (Agrios, 2005; Trivedi et al., 2022).

2.2.1. Principais doencgas fungicas da soja
A ocorréncia de fungos fitopatogénicos, representam uma ameaga para
a sanidade de ecossistemas agricolas, resultando em perdas significantes de
produtividade das lavouras (Rogeério et al., 2022).
6



A cultura da soja apresenta grande variedade de fitopatdégenos
causadores de doengas na cultura, sendo alguns dos principais Phakopsora
pachyrhizi, Corynespora cassiicola, Colletotrichum truncatum, Fusarium spp.,
Cercospora kikuchii, Cercospora sojina, e Diaporthe spp. (Hartman et al., 2016;
Godoy 2016).

A ferrugem da soja (nome cientifico) € uma das doengas mais
prejudiciais para a cultura da soja, sendo responsavel por enormes perdas de
produtividade e aumento de custo de controle (Hartman et al., 2016; Godoy
2016).A sintomatologia da doenga consiste no aparecimento de pequenas
areas necroticas onde se formam urédias que posteriormente abrem-se
dispersando esporos hialinos que sao carregados pelo vento (Godoy et al.,
2016a; Franceschi, 2020; Henning et al., 2023).

Entretanto para a regido médio-norte do estado do Mato Grosso, a
doenga ndo consiste como uma preocupagdao emergente. Estratégias de
manejo como vazio sanitario, controle quimico e utilizacdo de cultivares
precoces e utilizac&do de cultivares com resisténcia genética (Godoy et al., 2020)
mitigam a ocorréncia do patégeno (Godoy et al., 2016a; Dalla Lana et al., 2018;
Henning et al., 2023).

A mancha alvo causada pelo fungo Corynespora cassiicola é
responsavel por signicativas perdas de produtividade em lavouras de soja em
decorréncia da desfolha em cultivares suscetiveis (Molina et al., 2019). Afeta
diretamente as folhas, peciolo, haste e vagens (Godoy et al., 2016b) da planta
apresentando em sua sintomatologia pontuacdes pardas com halo clorético e

posteriomente vai evoluindo para manchas circulares necroticas (Godoy, 2023).

Favorecida por chuvas bem distribuidas (Godoy et al.,, 2023) a
incidéncia dessa doenca esta relacionada em funcdo do aumento da
semeadura de cultivares suscetiveis a doenga e culturas em sucessao de

hospedeiras para o fitopatégeno (Frac, 2023), além da soja, o fungo infecta um



grande numero de espécies de plantas, podendo persistir em restos culturais
(Henning et al., 2023).

Espécies de ascomicetos do género Colletotrichum compreendem
importantes fitopatdgenos (Diao et al., 2015) sendo polifago, pode infectar mais

de 460 espécies vegetais, incluindo a soja (Rogerio et al., 2022).

A antracnose da soja € uma doenca causada principalmente pelo
fitopatdgeno Colletotrichum truncatum. Transmitida por sementes, a doenga
causa morte de plantulas, lesdes necréticas em cotilédones, peciolos e folhas
(Boufleur et al., 2022).

O fungo afeta também a fase inicial de formagao das vagens podendo
causar queda total e deterioragcao dos graos. Sua ocorréncia é mais frequente

em regides com elevada precipitagcao e temperatura (Henning et al., 2023).

A podridao radicular, também conhecida como podriddo vermelha da
raiz, € causada por Fusarium spp. O desenvolvimento da doencga é fortemente
influenciado pelas condigdes ambientais do solo, sendo o fator mais critico para
sua progressao (Cruz et al., 2020). A doenga geralmente surge no inicio do
estadio reprodutivo da planta, podendo se manifestar em areas isoladas ou de

maneira generalizada na lavoura (Henning et al., 2023).

A infeccdo tem inicio na raiz, com o aparecimento de manchas
avermelhadas, mais evidentes na raiz principal. A medida que a mancha se
desenvolve, ela circunda a raiz e adquire uma tonalidade castanho-
avermelhada. Na parte aérea da planta, os sintomas incluem o amarelecimento
prematuro das folhas, necrose intranerval e, em casos mais severos, O

abortamento das vagens (Henning et al., 2023).

Por ser uma doenca relacionada ao solo, métodos de controle eficientes
incluem evitar a semeadura em solos compactados ou mal drenados (Cruz et
al., 2020; Hui & Berlin, 2022) e o uso de cultivares de soja de ciclo precoce
(Soares et al., 2023).



A mancha olho-de-ra, causada pelo fungo Cercospora sojina é uma
doenca foliar que causa consideraveis prejuizos econdmicos a cultura da soja
em diversos paises produtores (Barro et al., 2023). Os sintomas manifestam-se
durante o estadio reprodutivo da planta, afetando vagens e caules em qualquer

fase de desenvolvimento (Wise & Newman, 2015; Soares et al., 2023).

O processo inicia-se com pequenos pontos de encharcamento que
evoluem para manchas visiveis nas superficies adaxial e abaxial das folhas.
Em hastes e vagens, observam-se lesdes elipticas, enquanto nas sementes

surgem rachaduras e manchas acinzentadas (Soares et al., 2023).

A incidéncia de Cercospora kikuchii, agente causal da mancha purpura
da semente, assim como C. sgjina, séo favorecidas por condi¢cdes de calor e
umidade elevados (Soares et al., 2023). Sementes de soja colonizadas por C.
kikuchii apresentam redugdo na viabilidade de germinacdo e no vigor das

plantulas, resultando em um potencial produtivo comprometido (Morais, 2022).

O género Diaporthe abrange mais de 1000 espécies de fungos que
atuam como enddfitos ou sapréfitos em uma ampla variedade de plantas

hospedeiras (Gomes et al., 2013).

Na cultura da soja, patdogenos desse género estado relacionados a
podridédo de graos, resultando em perdas significativas na qualidade do produto
(Li, 2011; Petrovic et al., 2018) e também associados ao cancro da haste, uma
doenga que, em casos severos, pode levar a quebra das hastes (Henning et
al., 2023).

A ocorréncia dessas doencas esta associada a condi¢cdes de alta
umidade e temperatura (Henning et al., 2023). Em ambientes favoraveis,
residuos culturais podem manter a viabilidade do patégeno, e peritécios podem

ser formados nos cancros de plantas de soja vivas (Petrovic et al., 2021).

Os sintomas incluem pontos negros que progridem para manchas

castanho-avermelhadas ao longo da haste, causando lesdes profundas e
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necrose da medula (Henning et al., 2024). Nos graos, os sintomas tipicos sédo
sementes enrugadas, alongadas e calcarias, frequentemente sem sinais

externos visiveis (Petrovic, 2012; Batzer & Mueller, 2020; Petrovic et al., 2021).

2.2.1. Anomalia e quebra da soja

No Mato Grosso, na safra de 2019/20, foi observado na regido Médio-
Norte, o quebramento de hastes de plantas de soja e 0 apodrecimento de graos
e vagens nos estadios fisioldgicos finais de formagao (EMBRAPA, 2022), sendo
responsavel por significativas perdas de produtividade em areas com historico

de elevado potencial produtivo.

A regido de ocorréncia de apodrecimento de graos e vagens
corresponde a 31% da area semeada de soja no Mato Grosso. Relatos de
prejuizos decorrentes dessa anomalia na safra 2021/22 variaram de 16% a
30%, sendo o prejuizo estimado em mais de R$9,6 bilhdes tendo como
referéncia a cotagdo média na respectiva safra (IMEA, 2022; EMBRAPA, 2022).

Dado que este problema ¢é relativamente recente, informacdes
relacionadas a essa anomalia sdo, em sua maioria, oriundas da observacao
dos sintomas a campo. Nao sendo possivel encontrar um consenso para a
determinagao precisa, se 0 agente causal da anomalia é de natureza bidtica,
abiotica ou até mesmo resultante de uma interagdo complexa entre ambas
(EMBRAPA, 2022).

No entanto, atraves do isolamento a partir de 6rgaos vegetais de plantas
acometidas pelos sintomas de anomalia de apodrecimento de vagens e graos,
foram identificados uma ampla variedade de fungos fitopatogénicos
(EMBRAPA, 2022; Bonaldo e Pereira 2022).

Na safra 2021/2022, foram observados sintomas de abortamento de
vagens e sementes em diferentes estadio de desenvolvimento da semente,

com perceptivel observacédo a partir do estadio reprodutivo, especificamente
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R5.1 , onde a vagem formada apresentam os gréos perceptiveis ao toque
(Bonaldo e Pereira, 2022; Santos et al., 2024).

Nesta fase, € nitido como sintoma o apodrecimento das vagens (Figura
1), todavia, outros sintomas s&do observados como maturagdo precoce de
vagens e graos em tergos diferentes das plantas, abertura precoce das vagens,
germinacdo de grdos antecedendo a maturagao final, desenvolvimento

vegetativo incomum e quebramento de hastes (Santos et al., 2024).

==

Figura 1. Sintomas de anomalias em plantas de soja: (a) Visao geral da planta
de soja apresentando anomalias nas vagens com marcagdes para
identificagdo; (b, ¢, d) Vagens com graos em processo de deterioragéo; (e)
Vagem com sintoma de "enxarcamento" externo; (f) Vagem aberta
evidenciando crescimento micelial de fungo nos graos; (g) Vagem com graos
apresentando germinacao precoce; (h) Grdo germinado precocemente, com
degradagao do tegumento.

Este estadio é critico para estabelecimento do rendimento da cultura,
caracterizado por alta demanda nutricional e alta sensibilidade a estresse.
Adversidades oriundas nessa fase de desenvolvimento, acarretam

negativamente no enchimento de graos e consequentemente no rendimento
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dos mesmos, afetando n&o s6 quantitativamente quanto em qualidade final do

grao (Zhenning et al., 2023).

Nos estudos realizados por Bonaldo e Pereira (2022) na safra
2021/2022, foram avaliadas 61 amostras de plantas de soja, sintomaticas para
abortamento e apodrecimento de vagens de diversos municipios
Matogrossenses (Novo Mundo, Guarantd do Norte, Marcelandia, Tabapora,
Sinop, Unido do Sul, Santa Carmem, Sorriso, Nova Ubirata, Nova Mutum, Nova
Maringa, Campo Novo do Parecis e Porto dos Gauchos) e do municipio

rondoniense de Seringueiras.

No respectivo estudo, foi abordado além da anomalia de apodrecimento
de vagens, o tombamento por quebra de haste e germinagcdo em vagem de

graos de soja em plantas anémalas (Bonaldo e Pereira, 2022).

A precipitagdo continua pode provocar um molhamento persistente da
vagem, permitindo que a agua penetre através da sua parede e cause a sua
ruptura (Wiebold, 2014). Esse fenbmeno pode, entdo, iniciar o processo de

germinacao dos graos expostos (Santos, 2018).

Entretanto, a precipitacdo mensal acumulada no periodo da safra
2021/2022 de soja na regido norte do Mato Grosso foi a menor entre as safras
anteriores, totalizando no més de fevereiro, periodo de colheita de soja 457,9
mm e 2919 mm no periodo de enchimento de graos (Embrapa

Agrossilvipastoril, 2024).

Caracteristicas como a impermeabilidade, a coloragdo do tegumento
dos graos, a presencga de cerosidade na epiderme e um elevado teor de lignina
sao consideradas importantes para os genaétipos de soja (Silva, 2003; Franga
Neto et al. 2007) sendo assim uma alternativa a mitigagdo da germinagdo em

vagens de soja.

Em estudos realizados pela Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (2023), foram avaliadas 42 cultivares de soja geneticamente
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modificadas e 12 cultivares convencionais quanto a reagao a anomalia (Farias
Neto et al., 2023).

Entretanto, na analise conjunta entre diversas instituicbes, foram
observadas vagens com sintomas de podridao em ambos os tipos de cultivares,
tanto convencionais quanto geneticamente modificadas, evidenciando que,
apesar da variabilidade genética entre as cultivares, a anomalia pode afetar

igualmente os diferentes tipos de soja (Farias Neto et al., 2023).

Demais experimentos realizados mostraram ser inconclusivos para
elucidar as anomalias de podriddo de vagens, como observados em analises
fitopatologicas de sementes de soja (Wruck et al., 2022a) e avaliacbes de

apodrecimentos em diferentes sistemas de plantio direto (Wruck et al., 2022b).

Em experimentos visando identificacdo de fungos associados ao
apodrecimento de vagens, das safras 2020/2021 e 2021/2022, foram
observados em vagens e graos sintomaticos maior incidéncia de Diaporthe sp.
e Fusarium sp., porém, fatores associados a ocorréncia da anomalia ndo foram
elucidados (Versari, Wruck, 2022).

Especulagdes acerca da natureza da anomalia, variam desde relagbes
fonte-dreno no desenvolvimento da doencga, e até mesmo de fitopatégenos
encontrados em plantas que apresentam sintomas de anomalia (EMBRAPA,
2022). No entanto, alguns trabalhos que buscaram investigar e agregar
informagdes acerca desta doenga emergente como o de Santos et al. (2024)
apresentaram ampla variedade de causas associadas como: (1)
Indisponibilidade hidrica; (2) Complexo Phomopsis | Diaporthe; (3) Teor de

lignina.

Todavia, embora haja relagbes entre o sintoma de abertura de vagens
em plantas andmalas em estadios fenoldgicos criticos para o rendimento da
cultura da soja e indisponibilidade hidrica, € inconclusivo que este fator seja

causador da anomalia (Santos et al., 2024).
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Acerca da infeccdo por complexo Phomopsis | Diaporthe, é notavel a
distincdo das condi¢bes para infecgao do fitopatdgeno e aparecimentos dos
sintomas (Santos et al., 2024), uma vez que a podriddo de graos é intensificada
por condi¢cdes climaticas caracterizadas por condigcdes de alta umidade
(EMBRAPA, 2023), o que é contrastante com as condi¢des pluviométricas da
safra 2021/2022, que apresentou menor precipitacdo acumulada em relagao a
outras safras (486,4 mm em dezembro, 424,0 mm em janeiro e 502,2 mm em
fevereiro) e maior incidéncia de plantas anémalas (EMBRAPA, 2022; Santos et
al., 2024).

Outra possivel associagdo de causa esta relacionada ao teor de lignina
(Santos et al., 2024). A lignina consiste em um polimero natural de estrutura
complexa, sendo um dos principais constituintes da parede celular dos vegetais
e responsavel por conferir resisténcia a pressao, rigidez e resisténcia aos
tecidos vegetais (Lewis; Yamamoto, 1990; Panobianco, 1997) e confere ao
tecido vegetal resisténcia mecanica, protecdo a parede celular, e papel
essencial na fisiologia das plantas e mitigando ataques de fitopatdégenos (Moura
et al., 2010; Trzeciak, 2013; Alemoloye et al., 2021).

No entanto, alguns fungos desenvolvem-se como saprofitas e adquirem

nutrientes através de restos vegetias em decomposigao. Fonte?

Estes saprdfitas, através da producdo e exsudacdo de enzimas
lignoliticas (LEs) (Alemoloye et al., 2021) ou enzimas modificadoras de lignina
(LMEs), podem modificar ou degradar a lignina em moléculas menos
complexas através de sistemas enzimaticos como lacase (LCC), lignina
peroxidase (LiP), peroxidase de manganés (MnP) e peroxidase versatil (Vp),

(Xianggian et al., 2019; Alemoloye et al., 2020; Alemoloye et al. 2021).

Baseando-se na capacidade de degradacdo de lignina através de
LMEs, e possivel relacdo com os sintomas observados na anomalia de soja,
como quebramento de hastes e apodrecimento de vagens (Santos et al., 2024).

E possivel relacionar a doenca a um agente causal do género Moniliophthora,
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este, que apresenta-se como uma fonte promissora de enzimas oxidativas para

aplicagdes biotecnoldgicas (Bronikowski, 2021).

O género Moniliophthora sp. compreende varias espécies das quais
duas sao encontradas no Brasil. A M. roreri € M. perniciosa sao espécies de
fungos patogénicos que causam danos significativos a agricultura,
especialmente a produgao de cacau. M. roreri € 0 agente causal da moniliase
do cacaueiro (Bailey et al., 2018), enquanto M. perniciosa é agente causal da

vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Teixeira et al., 2014; Reyes et al., 2023).

Ambas as doencas resultam em perdas econémicas substanciais, com
impactos severos na produ¢édo de cacau em paises tropicais. A disseminagao
desses patdgenos tem sido observada em varias regides (Teixeira et al., 2014;
Ferraz et al., 2021; Diaz-Valderrama et al., 2022), incluindo América do Sul,
Ameérica Central e até mesmo em paises africanos, representando uma ameaca
significativa para a industria do cacau em escala global (Diaz-Valderrama et al.,
2022; Reyes et al., 2023).

A ocorréncia de fungos pertencentes ao género Moniliophthora sp. em
Glycine max ndo é comumente observada, entretanto, foi documentada por
Silva (2021) como um dos possiveis agentes fitopatogénicos associados as
enfermidades do caule, vagem e sementes de soja em lavouras do estado de

Mato Grosso (Brasil).

Contudo, os resultados de Silva (2021), indicaram potencial associacéo
de diferentes espécies de fungos com os sintomas mencionados na soja no
Mato Grosso. Resultados estes que também foram obtidos através de estudos
de Bonaldo e Pereira (2022) que investigam fungos fitopatogénicos
responsaveis pelo desenvolvimento da anomalia de quebramento de hastes,

apodrecimento de vagens e graos.
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2.3. Identificagcao de espécies fungicas por técnicas moleculares

O monitoramento de doengas em lavouras de soja € crucial para mitigar
a disseminagao de fungos fitopatogénicos. A utilizagdo de técnicas moleculares
permite uma identificacdo rapida e precisa do agente causal, auxiliando na
definicdo de estratégias de manejo para reduzir as perdas de produtividade
(Aggarwal et al., 2011; Aslam et al., 2017; Ribeiro, 2019).

O diagndstico de fitopatdgenos pode ser realizado por meio de
identificagcdo morfolégica ou por técnicas moleculares (Li et al., 2020). No
entanto, a caracterizagdo morfolégica enfrenta limitacdes, especialmente na
diferenciacdo de espécies proximas, devido a variagdo fenotipica e

convergéncia morfolégica (Silva, 2021).

As abordagens moleculares tém sido amplamente adotadas para
fornecer um diagndstico mais preciso e confiavel. Dentre essas técnicas, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é amplamente utilizada para
amplificacdo de regides do DNA ribossomal, permitindo a diferenciacéo

taxondmica de fungos fitopatogénicos (Raja et al., 2017; Schoch et al., 2012).

Em particular, as regides Internal Transcribed Spacer (ITS) e Large
Subunit (LSU) do DNA ribossébmico sédo reconhecidas como marcadores
eficientes por combinar regides altamente conservadas, que facilitam a
amplificagdo, com segmentos variaveis, que permitem a distingdo entre
espécies (White et al., 1990; Schoch et al., 2012).

Estudos demonstram que a ITS tem sido amplamente utilizada como
cdédigo de barras molecular para fungos, enquanto a LSU complementa essa
analise ao fornecer maior resolucdo em estudos filogenéticos (Vilgalys &
Hester, 1990; Kurtzman & Robnett, 1997).

A identificacdo molecular baseada no sequenciamento dessas regides
tem sido aplicada para superar as limitagdes dos métodos tradicionais,
permitindo a caracterizagao precisa dos agentes fitopatogénicos (Schoch et al.,

2012). Além disso, a comparacdo das sequéncias obtidas com bancos de
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dados de referéncia, como GenBank, tem sido amplamente empregada para
validar a identidade dos isolados e determinar suas relagbes filogenéticas
(White et al., 1990).

Para otimizar essa abordagem, primers especificos, como ITS1-F e
ITS4-B, tém sido desenvolvidos para facilitar a amplificagao seletiva de DNA
fungico, mesmo na presenca de DNA vegetal, tornando a técnica mais eficaz

em estudos fitopatoldgicos (Gardes & Bruns, 1993).

O presente estudo teve como objetivo identificar molecularmente
possiveis patdbgenos associados a anomalias da soja por meio da amplificagao
das regides ITS e LSU do DNA ribossémico. A caracterizagdo molecular desses
organismos pode fornecer informagdes relevantes para o diagndstico de
doencas e o desenvolvimento de estratégias eficazes no manejo de
fitopatdgenos na cultura da soja, fornecendo informagdes relevantes para o
diagnostico de doengas e para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes

no manejo de fitopatégenos na cultura da soja.

3. MATERIAL E METODOS
Os isolados fungicos deste trabalho (Tabela 1) foram obtidos a partir de
isolamentos diretos e indiretos de amostras vegetais de plantas sintomaticas
da safra 2022/2023 na Clinica de Diagnose de Doengas de Plantas do
Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia da Universidade Federal do Mato
Grosso (UFMT), Campus Sinop.

Tabela 1. Origem dos isolados da Clinica de Diagnose de Doencas de Plantas

da Universidade Federal de Mato Grosso.

Isolados Municipio Orgéo vegetal
C-02-1023 Sinop - MT Haste
C-04-1023 Sinop - MT Haste
C-05-1023 Sinop - MT Haste
C-08-1223 Sinop - MT Haste
01-0223 Corumbiara - RO Vagem
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08-0223
11-0223
12-0223
126-1-0123
126-3-0123
126-4-0123
127-1-0123
127-2-0123
130-1-0123

130-2-0123A
130-2-0123C

135-0123
136-0123
137-0123
139-0123
140-0123
141-0123
142-0123
147-0123
149-0123
149-1023
150-0123
150-1023
15-1023
18-0223
45-1023
C-34-0424
C-36-0424
11-0324
56-0524
43-0424

Cerejeiras - RO
Corumbiara - RO
Cerejeiras - RO
Nova Guarita - MT
Nova Guarita - MT
Nova Guarita - MT
Nova Guarita - MT
Nova Guarita - MT
Sorriso - MT
Sorriso - MT
Sorriso - MT
Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT

Sinop - MT
Cerejeiras - RO
Cerejeiras - RO
Lucas do Rio Verde - MT
Cerejeiras - RO
Cerejeiras - RO
Sinop - MT

Sinop - MT

Lucas do Rio Verde - MT

Folha
Vagem
Haste
Vagem
Semente
Vagem
Vagem
Vagem
Haste
Vagem
Vagem
Haste
Vagem
Vagem
Vagem
Haste
Semente
Haste
Haste
Haste
Haste
Semente
Haste
Vagem
Vagem
Haste
Haste
Haste
Semente
Semente
Semente

Os isolados associados aos sintomas de anomalias da soja foram
encontrados em uma ampla regido geografica, abrangendo diferentes lavouras

da regido médio-norte do Mato Grosso e do sul de Rondénia.

No Mato Grosso, os isolados foram identificados nos municipios de
Sinop (18 isolados), Nova Guarita (5 isolados), Lucas do Rio Verde (2 isolados)
e Sorriso (3 isolados). No estado de Ronddnia, foram encontrados isolados em

Cerejeiras (6 isolados) e Corumbiara (2 isolados), onde também foi observada

a ocorréncia dos mesmos sintomas.
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3.1. Extracao de DNA
Os isolados foram cultivados em meio BD (batata dextrose), com 200g
de batata inglesa limpa e descascada, 18g de dextrose, 1000mL de agua

destilada em incubadora sem com agitador orbital de cultivo acoplado.

Foram entdo realizadas coletas do tecido micelial fungico a partir dos
globulos das colénias presentes no meio PD utilizando pinga esterilizada e
transferidas em microtubos de centrifugacdo de 2,0 mL. Por amostra foram
coletados aproximadamente 350 mg de tecido micelial. As amostras foram

armazenadas em freezer -20°C até posterior extragdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando Kit comercial da QIAGEN®
DNeasy® Mini Kit seguindo o protocolo do fabricante, com adaptac¢des para lise
do tecido fungico através da utilizacdo de beads metalicas em homogeneizador

de amostras.

Para verificagdo qualitativa da extracdo de DNA dos isolados, foi
realizado gel de eletroforese na concentracéo de 1% e 80 V em tampéo TBE
(Tris-[Hidroximetil] Aminometano + Acido Bérico + Acido etilenodiamino tetra-
acético) corados com corante safer, e posteriormente submetidos a avaliagéo
de qualidade por visualizacdo em software computacional L-Pix Image

integrado a fotodocumentador Loccus.

Foram consideradas bandas de qualidade aquelas que apresentaram
boa resolucéo e intensidade, estas foram classificadas como aptas para PCR

(reagao da cadeia da polimerase).

3.2. Amplificagao e sequenciamento das regioes genémicas

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando protocolos especificos
para as regides ITS (espacgador interno transcrito, ITS1/ITS2) e LSU
(subunidade maior do RNA ribossomal D1/D2). Cada reagao foi preparada em

um volume final de 50 yL, contendo: 5 uL de tampao de reacédo, 2 L de dNTPs
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(1,6 mM) com propor¢ado de 0,4 mM para cada base (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 5 uL de primers especificos, 8,4 uL de glicerol a 30%, 2,6 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO), 2,4 uL de cloreto de magnésio, 1 yL de enzima Taq
polimerase e 15,6 yL de agua livre de DNase e RNase. As reag¢des foram
realizadas em microtubos de polipropileno de 0,5 mL isentos de DNase e
RNase.

Os primers utilizados foram ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGCR) (White et al., 1990) para a regiao ITS;
LR5 (TCCTGAGGGAAACTTCG) e LRO (ACCCGCTGAACTTAAGC) (Vilgalys
e Hester, 1990) para a regido LSU.

Os parametros do termociclador foram ajustados conforme a regido
alvo: (1) Para a regiao ITS: desnaturacéo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguida
de 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 50 segundos, anelamento a 53 °C por
45 segundos e extensao a 72 °C por 1 minuto, com extenséo final a 72 °C por
5 minutos; (2) Para a regido LSU: desnaturagéo inicial a 95 °C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 50 segundos, anelamento a
52 °C por 45 segundos e extensao a 72 °C por 1 minuto, com extensao final a

72 °C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram verificados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampéo TBE, utilizando corante Safer para visualizagéo. A
corrida foi realizada a 80 V. As amostras foram consideradas aptas para
purificacdo quando apresentaram bandas nitidas e tamanhos esperados: 500
a 800 pb para aregiao ITS (White et al., 1990), aproximadamente 1000 pb para
LSU (Vilgalys e Hester, 1990).

A purificagcdo dos amplicons foi realizada com o kit Cellco® PCR
Purification Kit, utilizando o protocolo indicado para fragmentos entre 200 pb e
5 kb. Apos a purificagdo, a integridade foi avaliada em gel de agarose a 1,5%
sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. A quantificacdo dos
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amplicons foi realizada com o espectrofotdbmetro NanoDrop™ (Thermo
Scientific™), adotando como critérios de qualidade uma razdo A260/A280 entre

1,8 € 2,0, além de espectro de absorbancia suave e sem picos irregulares.

As amostras aptas foram enviadas para as empresas ACTGene
Analises Moleculares Ltda (Alvorada, RS, Brasil) e GoGenetic (Curitiba, PR,
Brasil), onde foi realizado o sequenciamento Sanger das regides ITS, LSU e
MCM?7.

3.4. Andlises de bioinformatica

As sequéncias resultantes foram editadas e alinhadas utilizando o
software computacional BioEdit v.7.2.5 (HALL, 1999), em seguida foram
comparadas com sequéncias de referéncia no banco de dados GenBank
(Benson et al., 2013) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1990) do NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

Para a reconstrucao da relacao filogenética entre as espécies dos
isolados provenientes de plantas com anomalia, foi realizada uma analise
filogenética utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML)
implementado no W-IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016), com 10000 replicatas
de bootstrap para avaliagdo da confiabilidade das arvores filogenéticas. A
construgéo das arvores foi realizada por meio da plataforma iTOL V6 (Letunic
et al., 2024).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados do sequenciamento e analise BLAST da regiao do

espacgador interno transcrito

Os resultados do sequenciamento e comparagcdo BLAST dos isolados

obtidos a partir de partes vegetais de plantas de soja com sintomas aparentes

de anomalias de apodrecimento de vagens, quando comparados com

sequéncias depositadas no GenBank como Materiais Tipo, revelaram uma

grande diversidade de espécies fungicas (Tabela 2).

Tabela 2. Identificagdo dos isolados, e-valor, percentual de identificacdo e

acesso a isolados material tipo com maiores similaridades via BLAST no NCBI.

Isolado Scientific Name 8:32: E value |Z§;'t Accession
Moniliophthora pakistanica 100% 0,0 90.66% MZ766451.1
01-0223 Moniliophthora mayarum 96% 0,0 85.97% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus 83% 7x107""  88.18% MZ145165.1
Xylaria ellisii 44% 0,0 90.85% NR_172972.1
08-0223 Xylaria subtropicalis 41% 0,0 90.88% MG013556.1
Xylaria apiospora 41% 0,0 90.71% MT572916.1
Corynespora submersa 100% 0,0 96.14% MN860548.1
11-0223 Corynespora submersa 100% 0,0 96.14% NR_170017.1
Corynespora torulosa 100% 0,0 96.12% MH866095.1
Moniliophthora pakistanica 100% 0,0 9147%  MZ766451.1
11-0324 Moniliophthora mayarum 82% 9x10%  92.58% MT162718.1
Marasmius neocrinis-equi 78% 2x107%5  90.95%  MN930529.1
Gymnopus dryophilus 18% 5x10°°  83.93% MW816514.1
12-0223 Leotia lubrica 15% 2x10%°  87.17%  MW488330.1
Ganoderma boninense 14% 7x104°  88.44%  OR140593.1
Agroathelia delphinii 14% 2x10%®  87.36%  JN241551.1
Gelasinospora saitoi 100% 0,0 99.18% NR_155109.1
15-1023 Neurospora dictyophora 100% 0,0 98.90% MH862539.1
Neurospora tetraspora 100% 0,0 98.90% NR _077163.1
18-0223 Moniliophthora purpurensis 100% 5x10%  74.41%  OR387293.1
Moniliophthora pakistanica 56% 6x10%  78.92% MZ766451.1



Moniliophthora capitata 56% 6x10%  78.92% OR387288.1
Moniliophthora purpurensis 98% 0,0 91.70%  OR387293.1
43-0424 Moniliophthora pakistanica 98% 0,0 90.84% MZ766451.1
Amyloflagellula verrucosa 68% 1x107"%  90.26% MH861439.1
Amyloflagellula verrucosa 68% 1x10"%  90.26% NR 175096.1
Moniliophthora pakistanica 89% 0,0 87.95% MZ766451.1
45-1023 Moniliophthora mayarum 90% 0,0 84.52% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus 82%  5x10'%®  85.20% MZ145165.1
Marasmius neocrinis-equi 52% 1x10™4  91.07% MN930529.1
Marasmius pusilliformis 72% 8x107"2 87.40% KY290232.1
56-0524 Crinipellis furcata 55% 3x10"%"  90.54% FJ167658.1
Metacampanella coprophila 58% 3x10"2'" 87.72% PP973102.1
Marasmius madagascariensis 74% 1x10"%*  87.35% NR 158834.1
Moniliophthora pakistanica 87% 0,0 93.91% MZ766451.1
126-1-0123 Moniliophthora mayarum 85%  8x107" 89.34% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus 82%  4x10"'®  87.12% MZ145165.1
Marasmius tangerinus 81%  6x10"'  87.04% MZ452087.1
Moniliophthora pakistanica 97% 0,0 89.51% MZ766451.1
126-3-0123 Moniliophthora mayarum 94%  4x10"%  84.52% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus 81%  7x10"'  86.49% MZ145165.1
Crinipellis mezzanensis 73% 1x10'3  85.94% KP347691.1
Moniliophthora pakistanica 73% 0,0 89.27%  MZ766451.1
126-4-0123 Moniliophthora mayarum 66% 0,0 86.77% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus  54% 5x10"%° 87.98% MZ145165.1
Marasmius neocrinis-equi 55% 2x107'%®  87.75% MN930529.1
Diaporthe passifloricola 95% 0,0 96.96% NR _147595.1
197-1-0123 Diaporthe miriciae 96% 0,0 96.12% NR _147535.1
Diaporthe miriciae 96% 0,0 96.12% KJ197282.1
Diaporthe guangdongensis 99% 0,0 95.03% NR_173302.1
Corynespora torulosa 99% 0,0 95.73% NR_145181.1
127-2-0123  Corynespora thailandica 97% 0,0 95.09% NR_161145.1
Corynespora torulosa 92% 0,0 95.19%  MH866095.1
Colletotrichum reniforme 85% 0,0 100.00% MZ595847.1
130-1-0123 Colletotrichum plurivorum 92% 0,0 99.81% NR _160828.1
Colletotrichum cliviicola 92% 0,0 99.63% NR _137097.1
Colletotrichum sojae 94% 0,0 99.45% KC110794.1
130-2-0123A Colletotrichum jasminigenum 100% 0,0 100.00% NR_144789.1
Colletotrichum truncatum 100% 0,0 99.76% NR_111458.1

23



Colletotrichum aciculare 100% 0,0 99.76% NR_138009.1
Colletotrichum curcumae 99% 0,0 98.79% NR 111459.1
Colletotrichum aciculare 90% 0,0 99.81% NR_138009.1
130-2-0123C Colletotrichum truncatum 90% 0,0 99.81% NR_111458.1
Colletotrichum jasminigenum 98% 0,0 99.65% NR_144789.1
Colletotrichum curcumae 90% 0,0 97.90% NR 1114591
Colletotrichum reniforme 85% 0,0 100.00% MZ595847.1
130-0123 Colletotrichum plurivorum 92% 0,0 99.81% NR_160828.1
Colletotrichum cliviicola 92% 0,0 99.63% NR_137097.1
Colletotrichum sojae 94% 0,0 99.45% KC110794.1
Colletotrichum reniforme 83% 0,0 100.00% MZ595847.1
135-0123 Colletotrichum plurivorum 92% 0,0 99.07% NR_160828.1
Colletotrichum cliviicola 92% 0,0 98.89% NR_137097.1
Colletotrichum sojae 94% 0,0 98.72% KC110794 .1
Colletotrichum syngoniicola 97% 0,0 98.24%  MZ595863.1
136-0123 Colletotrichum sojae 94% 0,0 98.91% KC110794.1
Colletotrichum plurivorum 92% 0,0 99.26% NR_160828.1
Colletotrichum cliviicola 92% 0,0 99.07% NR 1370971
Diaporthe ueckeri 97% 0,0 99.46% NR_147543.1
137-0123 Diaporthe miriciae 98% 0,0 99.28%  KJ197282.1
Diaporthe miriciae 98% 0,0 99.28% NR _147535.1
Diaporthe rosae 97% 0,0 98.37% NR 172401.1
Fusarium multiceps 84% 0,0 99.80% GQ505755.1
139-0123 Fusarium duofalcatisporum 84% 0,0 99.41%  GQ505741.1
Fusarium compactum 84% 0,0 99.41%  GQ505737.1
Fusarium luffae 80% 0,0 99.80% NR 164594.1
Roseograndinia minispora 86% 0,0 97.83% MZ637078.1
Roseograndinia jilinensis 94% 0,0 95.94% MZ637077.1
140-0123 Hyphodermella aurantiaca 93% 0,0 95.15%  MW209023.1
Hyphodermella
pallidostraminea 94% 0,0 92.51% OK138912.1
Moniliophthora pakistanica 97% 0.0 89.21% MZ766451.1
141-0123 Moniliophthora mayarum 82% 8x10™° 88.41% MT162718.1
Marasmius neocrinis-equi 81% 2x10™"  85.96% MN930529.1
Marasmius obscuroaurantiacus ~ 81% 6x10"%"  85.93% MZ145165.1
Moniliophthora pakistanica 39% 0,0 95.18% MZ766451.1
142-0123 Moniliophthora mayarum 39% 0,0 90.41% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus ~ 39% 1x107"'®"  88.35% MZ145165.1
Marasmius neocrinis-equi 39% 2x10"®  87.72%  MN930529.1
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Moniliophthora pakistanica 41% 0,0 89.50% MZ766451.1
147-0123 Moniliophthora mayarum 36% 3x10™2 87.13% MT162718.1
Marasmius neocrinis-equi 32% 2x10™*  88.89%  MN930529.1
Fusarium multiceps 99% 0,0 98.91% GQ505755.1
149-0123 Fusarium coffeatum 99% 0,0 98.72%  AY213655.1
Fusarium duofalcatisporum 99% 0,0 98.54% GQ505741.1
Fusarium compactum 99% 0,0 98.54% GQ505737.1
Fusarium multiceps 99% 0,0 98.54% GQ505755.1
149-1023 Fusarium coffeatum 98% 0,0 98.35%  AY213655.1
Fusarium duofalcatisporum 99% 0,0 98.18%  GQ505741.1
Fusarium compactum 99% 0,0 98.18% GQ505737.1
Fusarium coffeatum 98% 0,0 98.91%  AY213655.1
150-0123 Fusarium duofalcatisporum 99% 0,0 98.72%  GQ505741.1
Fusarium compactum 99% 0,0 98.72%  GQ505737.1
Fusarium multiceps 99% 0,0 98.72%  GQ505755.1
Fusarium coffeatum 98% 0,0 98.90%  AY213655.1
150-1023 Fusarium duofalcatisporum 98% 0,0 98.72%  GQ505741.1
Fusarium compactum 98% 0,0 98.72%  GQ505737.1
Fusarium multiceps 98% 0,0 98.72%  GQ505755.1
Moniliophthora pakistanica 88% 0.0 89.26% MZ766451.1
C-02-1023 Moniliophthora mayarum 84% 0.0 86.49% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus ~ 70% 8x10""  87.48% MZ145165.1
Marasmius tangerinus 70% 4x107'%  86.59% MZ452087.1
Moniliophthora pakistanica 87% 0,0 89.71%  MZ766451.1
C-04-1023 Moniliophthora mayarum 84% 0,0 85.89% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus ~ 70% 3x10"'%  86.86% MZ145165.1
Marasmius neocrinis-equi 64% 1x10"®  87.72%  MN930529.1
Moniliophthora pakistanica 67% 0,0 89.85% MZ766451.1
C-05-1023 Moniliophthora mayarum 66% 2x107"  85.77% MT162718.1
Marasmius neocrinis-equi 55% 2x10""  87.44%  MN930529.1
Marasmius ypyrangensis 59% 2x107'% 85.38% MN714063.1
Moniliophthora pakistanica 100% 0,0 90.81% MZ766451.1
C-08-1223 Moniliophthora mayarum 98% 0,0 86.94% MT162718.1
Marasmius obscuroaurantiacus ~ 79%  4x10"%®  87.93% MZ145165.1
Marasmius neocrinis-equi 80% 7x107"%  87.50% MN930529.1
Moniliophthora capitata 83% 0,0 94.67%  OR387288.1
C-34-1023 Moniliophthora purpurensis 99% 0,0 91.76%  OR387293.1
Moniliophthora pakistanica 99% 0,0 91.34%  MZ766451.1
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Crinipellis furcata 58% 1x10'%° 90.24% FJ167658.1

Moniliophthora capitata 83% 0,0 94.86% OR387288.1
C-36-1023 Moniliophthora purpurensis 100% 0,0 91.94%  OR387293.1
Moniliophthora pakistanica 100% 0,0 91.37% MZ766451.1

Através da comparacao Blast dos isolados sequenciados, foi possivel
observar a diversidade de espécies de fungos identificados, sendo frequentes
Moniliophthora sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp., Corynespora sp. €

Diaporthe/Phomopsis sp.

O género Moniliophthora foi detectado em 17 isolados (01-0223, 11-
0324, 18-0223, 43-0424, 45-1023, 126-1-0123, 126-3-0123, 126-4-0123, 141-
0123, 142-0123, 147-0123, C-02-1023, C-04-1023, C-05-1023, C-08-1223, C-
34-1023, C-36-1023), com percentuais de identidade de 74,41% a 95,18% e E-
valores entre 0,0 e 6x107%2. A deteccao recorrente deste género em plantas
sintomaticas indica uma forte associacdo com a manifestacdo de
apodrecimento de vagens, sugerindo que o género é um potencial agente

patogénico associado a anomalia de soja.

O género Fusarium foi identificado em cinco isolados (139-0123, 149-
0123, 149-1023, 150-0123, 150-1023), com percentuais de identidade variando
de 98% a 99,80% e cobertura de consulta elevados. Todos os isolados
apresentaram E-valores iguais a 0,0, reforcando a confiabilidade dos
alinhamentos BLAST com base na auséncia de resultados aleatorios. A
identificacdo de varias espécies sugere que patdégenos do género Fusarium

podem estar fortemente associados com as anomalias observadas.

O género Colletotrichum foi identificado em seis isolados (130-1-0123,
130-2-0123A, 130-2-0123C, 130-0123, 135-0123, 136-0123), com percentuais
de identidade entre 97,90% e 100% e valores de query cover superiores a 85%.
O E-value foi 0,0 em todos os casos, reforcando a confiabilidade do
alinhamento BLAST.

O complexo Diaporthe/Phomopsis foi identificado nos isolados 127-1-

0123 e 137-0123, com identidades variando de 99,46% a 95,03% e valores de
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query cover superiores a 95%. Todos os alinhamentos apresentaram E-valores

de 0,0, reforcando a confiabilidade dos resultados.

Os autores Nascimento et al. (2024) reportaram por meio de nota
cientifica a ocorréncia de Diaphorthe ueckeri e Diaphorthe longicolla como
agente causal da podridao de graos e vagem, relacionadas pelos autores como

agentes causais da “anomalia da soja”.

4.5. Analises filogenéticas

A identificagdo do modelo evolutivo mais adequado para a analise de
sequéncias da regido ITS dos isolados foram realizados utilizando IQ-TREE
Web server, através do algoritmo ModelFinder para comparagao de diversos
modelos de substituicdo de nucleotideos. A analise incluiu 88 modelos,
abrangendo uma ampla gama de parametrizagdes para captar caracteristicas

evolutivas da regiao ITS.

Os modelos evolutivos foram avaliados com base nos critérios de
selecédo AIC (Critério de Informagéo de Akaike), AlCc (Critério de Informacgao
de Akaike corrigido) e BIC (Critério de Informacdo Bayesiana), calculados a

partir dos valores de -LnL (Logaritmo Negativo da Verossimilhanga) (Tabela 5).

Os modelos testados variaram em termos de complexidade,
incorporando fatores como propor¢cdo de nucleotideos invariantes (),

distribuicdo de taxas por sitio (G4) e frequéncias de base otimizadas (F).

As taxas de substituicdo especificas para o modelo TIM2e+G4 foram
otimizadas como: A«—C = 1.30395, A—~G =2.01223, AT =1.30395, C—G =
1.00000, C—T = 3.10908 e G—T = 1.00000. Além disso, as frequéncias de
base foram equilibradas (A = 25%, C = 25%, G = 25%, T = 25%), e a forma da

distribuicdo gama (a) foi estimada em 1,012.
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A analise foi conduzida sob o principio de maxima verossimilhanca,
utilizando 10.000 replicatas de bootstrap ultrarrapido (UFBoot) para avaliar a

confiabilidade das ramifica¢des filogenéticas.

Tabela 3. Comparacgao de Modelos Evolutivos para a Analise Filogenética

da Regiao ITS

Modelo -LnL AlIC AlCc BIC
TIM2e+G4 -7.520.695 15.247.391 15.275.433 15.738.308
TIM3+F+I+G4 -7.521.185 15.256.370 15.286.781 15.766.353
GTR+F+I+G4 -7.517.910 15.253.820 15.285.456 15.773.335
K3P+I+G4 -7.534.677 15.275.354 15.303.395 15.766.271
HKY+F+[+G4 -7.528.378 15.266.755 15.295.968 15.767.205

-LnL: Logaritmo negativo de verossimilhanca; AIC: Critério de Informacéo de
Akaike; AICc: Criterio de Informacédo de Akaike corrigido; BIC: Critério de
Informacgao Bayesiana.

O modelo TIM2e+G4 apresentou o menor valor de BIC (15738.308),
sendo selecionado como o mais adequado para as analises filogenéticas
devido ao seu equilibrio entre ajuste aos dados e complexidade do modelo,

conforme indicado pelos critérios de sele¢ao aplicados.

Baseado neste modelo, foi construido um dendograma que ilustra as
relagdes evolutivas entre os isolados analisados que destaca agrupamentos
bem definidos e reforga a identificacdo molecular das espécies, evidenciando

as conexdes filogenéticas de maneira clara.

O suporte estatistico das ramificagcdes, avaliado por meio de valores de
bootstrap assegura a confiabilidade das relagdes evolutivas apresentadas
(Figura 2).
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Figura 2 — Dendrograma representando as relacdes filogenéticas entre
espéecies do género Moniliophthora baseado em analise de sequéncias de DNA

gendmico da regido ITS e valores de bootstrap nos ramos.

O grupo relacionado a Colletotrichum gloeosporioides incluiu o0s
isolados 130-1-0123, 135-0123 e 136-0123, que apresentaram valores de
bootstrap de 98,5%, evidenciando uma forte relacido filogenética com essa

espécie. Esses isolados sao frequentemente associados a doencas foliares na
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soja, como a antracnose, reforcando sua relevancia no contexto agricola do
Mato Grosso. A proximidade genética entre os isolados e Colletotrichum
gloeosporioides sugere que podem pertencer a variantes intraespecificas

dessa espécie.

O grupo relacionado a Colletotrichum truncatum foi composto pelos
isolados 130-2-0123C e 130-2-0123A, com valores de bootstrap de 99,1%,

indicando alta confiabilidade na sua associagdo com essa espécie.

Os grupos associados ao género Fusarium mostraram uma diversidade
notavel. O agrupamento relacionado a Fusarium equiseti incluiu os isolados
139-0123 e 149-0123, ambos com suporte bootstrap de 81%. Os isolados 150-
1023 e 150-0123 foram agrupados préoximos a Fusarium coffeatum, com
suporte de 81%.

Os isolados associados ao género Diaporthe também se destacaram no
dendograma. O isolado 127-1-0123 foi agrupado com D. passifloricola (92,1%

de bootstrap), enquanto o isolado 137-0123 ficou proximo a D. ueckeri (91,4%).

O isolado 15-1023 foi agrupado com Neurospora tetraspora, formando
um clado com suporte filogenético de 100%. Esse agrupamento evidencia a
proximidade genética entre o isolado e a espécie tipo, sugerindo uma relagao

filogenética consistente dentro do género Neurospora.

Para o género Corynespora, observou-se o isolado 127-2-0123 e 11-

0223 que foi associado a Corynespora cassiicola, com suporte de 98,6.

O género Xylaria foi representado por Xylaria feejeensis e o isolado 08-
0223, que apresentaram um agrupamento bem definido com suporte de 97,3%.
Esse resultado destaca a importancia de Xylaria como potencial fungo

associado a anomalia, embora menos estudado no contexto da soja.

Os isolados 18-0223, 12-0223, 01-0223, 11-0324, C-36-0424, 45-1023,
56-0524, C-34-0424, 43-0424, C-08-1023, C-04-1023, C-05-1023, 126-1-0123,
142-0123, 147-0123, 141-0123, 126-4-0123, 126-3-0123 e C-02-1023 foram
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agrupados, com sequéncias tipo de espécies pertencentes ao género
Moniliophthora, incluindo M. mayarum, M. perniciosa, M. canescens, M.

capitata e M. purpurensis.

Esse agrupamento evidencia a proximidade genética entre os isolados
e as espécies do género, com base na analise da regido ITS, reforcada por

altos valores de suporte filogenético.

Tabela 4. Comparacédo de Modelos Evolutivos para a Analise Filogenética da

Regido LSU

Modelo -LnL AIC AlICc BIC
TIM+F+G4 -4.819.998 9.879.995 9.913.645 10.466.991
TIM+F+|+G4 -4.819.830 9.881.660 9.915.910 10.473.547
GTR+F+I+G4 -4.819.648 9.885.296 9.920.766  10.486.966
K2P+1+G4 -4.854.351 9.940.702 9.972.010 10.508.130

HKY+F+1+G4 -4.862.966 9.963.932 9.996.987 10.546.035

-LnL: Logaritmo negativo de verossimilhanga; AIC: Critério de Informagéo de
Akaike; AICc: Criterio de Informacédo de Akaike corrigido; BIC: Critério de
Informacao Bayesiana.

O modelo TIM+F+G4 apresentou o menor valor de BIC (10466.991),
sendo selecionado como o mais adequado para as analises filogenéticas
devido ao seu equilibrio entre ajuste aos dados e complexidade do modelo,

conforme indicado pelos critérios de sele¢ao aplicados.

Baseado neste modelo, foi construido um dendrograma que ilustra as
relagbes evolutivas entre os isolados analisados, destacando agrupamentos
bem definidos e reforcando a identificacdo molecular das espécies. Esse
dendrograma evidencia conexdes filogenéticas de maneira clara, permitindo

uma melhor interpretacao das relagdes evolutivas entre os isolados.

O suporte estatistico das ramificacdes foi avaliado por meio de valores
de bootstrap, garantindo confiabilidade nas relag¢des filogenéticas apresentadas
(Figura 3).
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Figura 3 — Dendrograma representando as relagdes filogenéticas entre
espécies do género Moniliophthora baseado em analise de sequéncias de DNA

gendmico da regido LSU e valores de bootstrap nos ramos.

O grupo relacionado a C. gloeosporioides incluiu os isolados 136-0123,
135-0123 e 130-1-0123, que apresentaram valores de bootstrap de 99,8%,

evidenciando uma forte relacéo filogenética com essa espécie.
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O grupo relacionado a Colletotrichum truncatum foi composto pelos
isolados 130-2-0123C e 130-2-0123A, com valores de bootstrap de 58,6%,

indicando uma relagdo menos robusta em comparacdo com a analise ITS.

Os isolados 149-0123, 139-0123, 150-1023, 149-1023 e 150-0123
foram agrupados ao género Fusarium na analise filogenética, com alta
identidade (99,9%), reforcando sua classificacdo nesse grupo. Esse resultado
demonstra a maior precisdo da inferéncia filogenética em comparacdo ao

dendrograma baseado exclusivamente na regido ITS (Figura 3).

Os isolados associados ao género Diaporthe também apresentaram

agrupamentos bem definidos.

O isolado 137-0123 foi agrupado com D. passifloricola (76,2% de
bootstrap). O isolado 127-0123 foi associado ao género, estando préximo a D.

ueckeri.

Os resultados obtidos para os géneros Neurospora e Xylaria
demonstraram uma forte concordancia entre as analises filogenéticas das
regides ITS e LSU.

Neurospora tetraspora foi consistentemente agrupada com o isolado 15-
1023, formando um clado altamente sustentado (99,7% de bootstrap) em
ambas as regides, reforcando a confiabilidade da identificagcdo molecular desse
isolado. Xylaria feejeensis manteve sua associacdo com o isolado 08-0223,

apresentando um agrupamento bem definido com suporte de 99,9%.

Essa concordancia entre os dendrogramas das duas regides confirma a

robustez das relagdes filogenéticas estabelecidas para esses isolados.

O género Corynespora apresentou agrupamentos distintos. O Isolado
11-0223 foi agrupado com as sequéncias tipo das espécies Corynespora
torulosa e Corynespora submersa com suporte de 73,5%. O isolado 127-2-0123

foi associado a C. cassiicola (72,3%).
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Em ambas as regides, os isolados C-02-1023, C-04-1023, C-08-1023,
C-36-0424, 18-0223, 12-0223, 01-0223, 11-0324, 56-0524, 45-1023, 43-0424,
C-34-0424, 126-1-0123, 126-3-0123, 126-4-0123, 142-0123, 141-0123, 147-
0123 e C-05-1023 foram agrupados com espécies do género Moniliophthora,

reforgando a consisténcia desses isolados como pertencentes ao grupo.

A identificacdo do modelo evolutivo mais adequado para a analise
filogenética da matriz concatenada (ITS + LSU) foi realizada através do
algoritmo ModelFinder, que designou o modelo TNe+G4 pelo menor valor de
BIC, equilibrando ajuste aos dados e complexidade, garantindo uma

reconstrucao filogenética robusta.

Os modelos foram avaliados nos mesmos critérios avaliados

anteriormente calculados a partir dos valores de (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacédo de Modelos Evolutivos para a Analise Filogenética da
Matriz Concatenada (ITS + LSU)

Modelo -LnL AIC AlCc BIC

TNe+G4 -12.887.148 26.006.295 26.021.940 26.647.082
GTR+F+G4 -12.873.063 25.990.126 26.007.484 26.664.057
TIM3+F+G4 -12.882.774 26.005.548 26.022.325 26.668.431
TIM2+F+G4 -12.876.503 25.993.007 26.009.783 26.655.889
TVM+F+G4 -12.918.711  26.079.422 26.096.488 26.747.829

-LnL: Logaritmo negativo de verossimilhanca; AIC: Critério de Informagéo de
Akaike; AICc: Criterio de Informacédo de Akaike corrigido; BIC: Critério de
Informacao Bayesiana.

As taxas de substituicdo especificas para o modelo TNe+G4,
selecionado como o0 mais adequado, foram otimizadas para: A—~C = 1,00000,
A—G =1,82975, AT = 1,00000, C—G = 1,00000, C—T = 3,34285 e G T =
1,00000.

As frequéncias de base foram equilibradas (A = 25%, C = 25%, G =

25%, T = 25%), e a forma da distribuicdo gama (a) foi estimada em 0,505.
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Figura 4 — Dendograma baseado na analise concatenada das sequéncias das

regides ITS (Internal Transcribed Spacer) e LSU (Large Subunit) do RNA

ribossémico, gerado utilizando o método de Maxima Verossimilhanga (ML) com

10.000 replicatas de bootstrap.
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Os resultados confirmaram os agrupamentos observados nas analises
individuais das regides ITS e LSU, reforcando a consisténcia das relagdes
filogenéticas entre os isolados. O género Moniliophthora permaneceu como um
clado bem sustentado, com os isolados C-02-1023, C-04-1023, C-08-1023, C-
36-0424, 18-0223, 12-0223, 01-0223, 11-0324, 56-0524, 45-1023, 43-0424, C-
34-0424, 126-1-0123, 126-3-0123, 126-4-0123, 142-0123, 141-0123, 147-0123
e C-05-1023, agrupados com M. mayarum, M. perniciosa, M. canescens, M.

capitata e M. purpurensis.

O género Colletotrichum apresentou clados bem definidos, onde os
isolados 136-0123 e 135-0123 foram identificados como préximos a C.
gloeosporioides (bootstrap de 99,8%), e os isolados 130-2-0123C e 130-2-
0123A foram associados a C. truncatum (bootstrap de 43,7%), evidenciando

um suporte menor para essa relagao.

O género Fusarium manteve a estrutura filogenética observada nas
analises individuais, com os isolados 139-0123 e 149-0123 agrupados com F.
equiseti (bootstrap de 56,9%), e 150-1023 e 150-0123 préximos a F. coffeatum
(bootstrap de 35,6%).

Os isolados pertencentes ao género Diaporthe também foram bem
agrupados, com 127-1-0123 associado a D. passifloricola (bootstrap de 90,8%)
e 137-0123 préximo a D. ueckeri (bootstrap de 91,2%).

Os géneros Neurospora e Xylaria apresentaram altos valores de suporte
bootstrap, indicando concordancia entre as analises individuais e a matriz
concatenada. Neurospora tetraspora permaneceu agrupada com o isolado 15-
1023, formando um clado fortemente sustentado, enquanto Xylaria feejeensis

foi associada ao isolado 08-0223, com 99,9% de suporte filogenético.

O género Neurospora € amplamente distribuido, ocorrendo em regides
tropicais e temperadas, apresenta notavel plasticidade fenotipica, podendo
atuar como sapréfito, enddfito ou patdégeno dependendo das condigdes

ambientais (Hsiao-Che et al., 2014; Gladieux et al., 2020).
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Embora n&o haja relatos oficiais de sua patogenicidade na cultura da
soja, espécies pertencentes ao género demonstram capacidade endofitica em
Pinus sylvestris e, sob condi¢cdes especificas, torna-se patogénico, infectando
raizes e causando necroses em mudas (Hsiao-Che et al., 2014; Gladieux et al.,
2020). Além disso possui aplicagdes biotecnolégicas na produgao de enzimas
para degradacgao de lignocelulose, compostos bioativos e na alimentag&o (Zhou
et al., 2019; Seibert et al., 2016; Rehman et al., 2008).

As ocorréncias de fungos da familia Xylariaceae no Brasil estédo
documentadas em cultivos de cacau na Bahia, onde foram reportadas seis
novas espécies. Entretanto, ndo foram avaliados efeitos patogénicos, pelo seu
comportamento saprobio. Embora a maioria das espécies de Xylariaceae atue
como decompositoras ou endofiticas, algumas podem apresentar potencial

patogénico (Silva et al., 2020).

Até o momento, n&o ha registros da ocorréncia do género Xylaria sp. na
cultura da soja no Brasil. No entanto, no sul dos Estados Unidos, espécies
desse género tém sido associadas a doenga Taproot Decline (TRD), ou declinio
da raiz principal. O patdégeno coloniza o sistema radicular da soja, causando
necrose na raiz principal e no colo da planta, comprometendo a absorgao de
agua e nutrientes, o que pode resultar em reducao do vigor e da produtividade

da cultura (Solérzano et al., 2023; Popescu et al., 2022).

Para o género Corynespora, os isolados 127-2-0123 e 11-0223 foram
associados a C. cassiicola, mas com um suporte menor do que o obtido na

analise individual da regiao ITS.

Os isolados 11-0223 e 127-2-0123 foram agrupados na analise
filogenética junto a Corynespora sp., indicando maior proximidade genética

com esse género.

O isolado 12-0223 apresentou inconsisténcias entre as analises BLAST
e filogenética. No BLAST, a regido ITS indicou alta identidade (83,93% a

88,44%) com Gymnopus dryophilus, Leotia lubrica, Ganoderma boninense e
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Agroathelia delphinii, porém com baixa cobertura (14% a 18%). No
dendrograma, no entanto, o isolado foi agrupado com Moniliophthora sp.,
sugerindo que a regiao ITS né&o foi representativa para a identificacdo devido a
auséncia de sequéncias de material tipo depositadas no GenBank ou

inadequacéao da regiao para este grupo.

Situagcao semelhante foi observada para o isolado 56-0524, que se
agrupou filogeneticamente com Moniliophthora sp., enquanto a analise BLAST
apresentou divergéncias na identificagcdo. Esses resultados reforcam a

limitagao da regido ITS para a identificagao precisa desses isolados por BLAST.

As divergéncias entre as andlises BLAST e filogenética podem ser
atribuidas a baixa representatividade de sequéncias de referéncia no GenBank
comprometendo a precisdo da identificacdo especialmente em grupos pouco
estudados (Schoch et al., 2012). Além disso, a regido ITS, embora amplamente
utilizada como codigo de barras molecular para fungos, apresenta limitagdes
na diferenciagdo de grupos taxondmicos devido a sua alta conservagdo em
determinados géneros tornando-se insuficiente para separar espécies proximas
(Gardes & Bruns, 1993; Schoch et al., 2012).

A busca por similaridade no BLAST pode resultar em altos percentuais
de identidade entre sequéncias de diferentes géneros devido a presenca de
regides conservadas, sem necessariamente refletir proximidade evolutiva real,

0 que pode levar a identificacbes erréneas (Vilgalys & Hester, 1990).

Para inferéncias mais robustas, a analise filogenética mostra-se mais
adequada por considerar multiplas regides e aplicar modelos estatisticos que
refletem relagdes evolutivas com maior precisdo (Kurtzman & Robnett, 1997;
Schoch et al., 2012). A combinacgao de diferentes marcadores genéticos, como
ITS e LSU, tem sido eficaz para reduzir ambiguidades na classificagdo de
isolados e melhorar a acuracia da identificagdo taxondémica, evitando erros
decorrentes da dependéncia exclusiva do BLAST (Vilgalys & Hester, 1990;
Schoch et al., 2012).
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A concatenacdo das regides ITS e LSU para a construcdo do
dendrograma demonstrou ser uma abordagem eficiente na diferenciacdo dos
isolados fungicos, proporcionando maior resolucéo filogenética e permitindo um
agrupamento mais consistente dos taxons em comparacdo com analises
baseadas em uma unica regido molecular (Kurtzman & Robnett, 1997; Schoch
et al., 2012).

Estudos indicam que o uso de multiplos marcadores melhora a
inferéncia evolutiva, reduzindo a ambiguidade causada por regides altamente
conservadas ou polimorfismos intragendmicos (Hibbett et al., 2007; Vilgalys &
Hester, 1990).

Dessa forma, o dendrograma gerado a partir das sequéncias
concatenadas refletiu melhor as relagdes filogenéticas entre os isolados,
permitindo uma classificagdo mais precisa e confiavel dos possiveis patdogenos

associados as anomalias da soja.

5. CONCLUSOES
A identificagdo molecular dos isolados revelou sua classificagdo nos
géneros Moniliophthora sp., Corynespora sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp.,

Neurospora sp., Diaporthe sp. e Xylaria sp.

Observou-se que nao ha registros prévios na literatura sobre a
ocorréncia de Moniliophthora sp. em soja, indicando a necessidade de
investigacbes adicionais para compreender sua possivel associagdo com a

cultura.

Da mesma forma, a presenca de Xylaria sp. no Brasil ainda ndo havia
sido documentada em estudos anteriores, reforcando a importancia de analises

complementares para elucidar sua distribuicdo e seu papel ecoldgico.
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