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RESUMO

A mancha alvo da soja causada pelo fungo Corynespora cassiicola ocorre em todas as
regides sojicolas do Brasil, causando reducbes de produtividade até 45% e perdas
significativas na cultura. O objetivo do estudo foi caracterizar os parametros monociclicos,
resultantes da interac&o entre oito isolados de C. cassiicola e oito cultivares comerciais de
soja, bem como determinar os sintomas exibidos pelas plantas inoculadas neste
patossistema. Dois experimentos foram instalados, um in vitro e outro sob condi¢des de
camara climatizada. O delineamento experimental do ensaio in vitro foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 8 (meios de cultura x isolados), com cinco repetigdoes.
Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo os meios de cultura BDA e Suco
V8 Agar. Foram avaliadas a coloracéo, aspecto e taxa do crescimento micelial, produc&o,
dimensfes e numero de septos dos conidios. O delineamento experimental do ensaio em
camara climatizada foi de blocos casualizados em arranjo fatorial 8 x 8 (isolados de C.
cassiicola x cultivares de soja), com cinco repeticdes. Plantas em estadio fenoldgico V4,
foram inoculadas com suspensdo de cada isolado (2 x 10 conidios mL™). Para cada
combinacao isolado e cultivar de soja, foram quantificados o numero de lesdes, periodo de
incubacéo, a incidéncia e tipo de manchas necroéticas em 6rgéos vegetativos. No ensaio in
vitro, verificou-se que o meio de cultura em que C. cassiicola € submetido influencia a cor
e taxa de crescimento, mas nao influencia o aspecto de micélio da col6nia. Os aspectos de
micélio aparentam estar relacionados ao hospedeiro de origem. Isolados oriundos de
plantas de algoddo apresentaram aspecto de micélio plano, enquanto isolados
provenientes de plantas de soja tendem a apresentar miceélio aéreo cotonoso. O meio Suco
V8 Agar proporcionou a maior taxa de crescimento para os isolados de C. cassiicola quando
comparado ao meio BDA. A producao de conidios em isolados oriundos de plantas de soja
é equivalente ou maior quando cultivados em meio Suco V8 Agar. As caracteristicas
morfolégicas dos conidios de C. cassiicola apresentaram grande variabilidade em relacao
ao proprio isolado e ao meio de cultivo. Quanto ao segundo ensaio, a severidade e periodo
de incubacao de mancha alvo séo influenciados pelos isolados de C. cassiicola, cultivares
de soja e a posicao do trifélio nas plantas. O isolado ISO 4S ocasiona maior severidade de
mancha alvo, em relacdo aos isolados ISO 2A, ISO 2S e ISO 11S. Menor severidade da
doenca ocorre para os cultivares de soja BMX Poténcia RR, BMX Forca RR e NA 5909 RG,
em relacdo ao cultivar BMX Elite IPRO. Independente do cultivar avaliado, o periodo de
incubacéao tende a ser maior para o isolado 1SO 4S. A quantidade de lesdes e o periodo de
incubacéao de C. cassiicola € maior no trifélio inferior e menor no trifélio superior das plantas.
Cinco padrdes de lesbes foram identificados. Os isolados ISO 1S, ISO 4S e ISO 11S
ocasionam sintomas mais severos. Maior porcentagem de folhas com lesdes ocorreu nos
cultivares BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO e NA 5909 RG. Lesdes com menor
severidade ocorreram nos trifélios da posicdo média das plantas de soja. Sintomas nos
cotilédones, folhas unifolioladas, peciolos e haste das plantas foram observados. O isolado
ISO 4S inoculado nos cultivares BMX Poténcia RR e BMX Forca RR ocasionou maior
incidéncia de lesdes. A incidéncia de lesdes nos peciolos, aumentou conforme a posi¢cao
em que o peciolo é inserido na haste principal.

Palavras-chave: Mancha alvo. Glycine max. Posicao de trif6lio. Periodo de incubacao.



PUIA, Jacqueline Dalbelo. Characterization of Corynespora cassiicola isolates and
target spot symptomatology in different soybean cultivars. 2021. 98 p. Dissertation
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ABSTRACT

Soybean target spot caused by the fungus Corynespora cassiicola occurs in all soybean
regions in Brazil, causing yield reductions of up to 45% and significant crop losses. The
objective of the study was to characterize the monocyclic parameters resulting from the
interaction between eight isolates of C. cassiicola and eight commercial soybean cultivars,
as well as to determine the symptoms exhibited by inoculated plants in this pathosystem.
Two experiments were set up, one in vitro and the other under climate-controlled chamber
conditions. The experimental design of the in vitro test was entirely randomized in a 2 x 8
factorial scheme (culture media x isolates), with five repetitions. The isolates were plated on
Petri plates containing BDA and Juice V8 Agar culture media. The coloration, appearance
and rate of mycelial growth, production, dimensions and number of septa of the conidia were
evaluated. The experimental design of the chamber test was a randomized block design
with an 8 x 8 factorial arrangement (C. cassiicola isolates x soybean cultivars), with five
repetitions. Plants in the V4 phenological stage were inoculated with a suspension of each
isolate (2 x 10* conidia mL™1). For each isolate and soybean cultivar combination, the number
of lesions, incubation period, incidence and type of necrotic spots on vegetative organs were
guantified. In the in vitro assay, it was found that the culture medium in which C. cassiicola
is subjected influences the color and growth rate, but does not influence the mycelium
appearance of the colony. The mycelium aspects appear to be related to the host of origin.
Isolates from cotton plants had a flat mycelium appearance, while isolates from soybean
plants tended to have cottony aerial mycelium. Juice V8 Agar medium provided the highest
growth rate for C. cassiicola isolates when compared to BDA medium. The production of
conidia in isolates from soybean plants is equivalent or greater when grown on Juice V8
Agar medium. The morphological characteristics of C. cassiicola conidia showed great
variability in relation to the isolate itself and the culture medium. As for the second assay,
the severity and incubation period of target spot are influenced by C. cassiicola isolates,
soybean cultivars and the position of the trefoil on the plants. The isolate ISO 4S causes
higher target spot severity, compared to isolates ISO 2A, ISO 2S and ISO 11S. Lower
severity of the disease occurs for the soybean cultivars BMX Poténcia RR, BMX For¢ca RR
and NA 5909 RG, in relation to the cultivar BMX Elite IPRO. Regardless of the cultivar
evaluated, the incubation period tends to be longer for the isolate ISO 4S. The amount of
lesions and the incubation period of C. cassiicola is greater in the lower trefoil and less in
the upper trefoil of the plants. Five patterns of lesions were identified. The isolates ISO 1S,
ISO 4S and ISO 11S cause more severe symptoms. The highest percentage of leaves with
lesions occurred on BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO, and NA 5909 RG. Less
severe lesions occurred on the midrib trifoli in soybean plants. Symptoms on the cotyledons,
unifoliolate leaves, petioles and stem of the plants were observed. The isolate ISO 4S
inoculated on the cultivars BMX Poténcia RR and BMX Forca RR caused the highest
incidence of lesions. The incidence of lesions on petioles increased according to the position
in which the petiole is inserted in the main stem.

Key-words: Target spot. Glycine max. Trefoil position. Incubation period.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é uma poténcia agricola, destacando-se na producdo de graos,
carnes e biocombustiveis, entre outros. A soja (Glycine max (L.) Merrill) representa a
principal oleaginosa anual produzida e consumida no mundo e é o principal produto do
agronegocio brasileiro (TECNOLOGIAS, 2020).

Na safra 2020/21 a estimativa de producdo de soja no Brasil é de
aproximadamente de 133,7 milhGes de toneladas em uma &rea de 38,2 milhdes de hectares
sendo atualmente o maior produtor mundial de soja(CONAB, 2021).

A soja desempenha papel fundamental nas relagbes econdmicas
brasileiras. No entanto, as doencas impedem que a cultura atinja todo o seu potencial de
producédo. Existem cerca de 40 doencas que afetam a commodity, dentre elas a mancha
alvo, doenca que ocorre em carater epidémico. O aumento da incidéncia da doenga na
cultura da soja nas ultimas safras no cenario agricola nacional, Isto tem sido favoreciso pelo
aumento da semeadura de cultivares suscetiveis, a utilizagdo de culturas hospedeiras em
sucessao e a resisténcia do fungo aos fungicidas (GODOY et al., 2016; 2017; 2019; 2020).

A mancha alvo da soja € causada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk.
& M.A.Curtis) C.T. Wei. Foi relatado primeiramente no Brasil em 1974 no estado do Parana,
e logo apos no estado de Séo Paulo (ALMEIDA et al., 1976a). No ano de 1988 a mancha
alvo foi identificada nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul
(YORINORI, 1989; MEHTA et al., 2005). Na década de 90, ocorreu o relato da doenca no
cerrado brasileiro. Posteriormente passou a ser encontrada em praticamente todas as
regides de cultivo do Brasil (GODOY et al., 2013; 2020).

Os sintomas da doenca podem ser observados em folhas, caules, vagens
e sementes (SINCLAIR, BACKMAN et al., 1989; RIBEIRO et al., 2017). O fungo sobrevive
em restos culturais e infecta mais de 530 espécies de plantas de interesse agronémico
(FARR; ROSSMAN, 2019), entre elas importantes culturas como o algoddo, mamao,
seringueira, soja, tomate, feijdo, crotalaria e diversas plantas daninhas, como trapoeraba
(Commelina bengalensis L.), latana (BARRETO et al., 1995; PEREIRA et al., 2003;
PASSOS et al., 2010) e assa-peixe (CUTRIM; SILVA, 2003; OLIVEIRA et al., 2007). Além
da ampla gama de hospedeiros, o fungo sobrevive em plantas voluntarias, sementes
infectadas, restos de cultura e em estruturas de sobrevivéncia conhecidas como
clamidésporos (OLIVEIRA et al., 2012).

Epidemias causadas por C. cassiicola tornaram-se severas onde as
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culturas de soja e algodao séo cultivadas em rotacéo (GALBIERI et al., 2014). Atualmente,
a mancha alvo tornou-se uma doenga que ocorre na cultura do algodéo. Foi relatada no
algoddo primeiramente nos Estados Unidos em 2012 causando desfolha de
aproximadamente 70% (FREIRE, 2017). Epidemias severas tem sido registrado nos
maiores produtores mundiais da soja (EUA, Brasil e Argentina), devido a rotacao de soja e
algoddo, acarretando em crescente incidéncia da mancha alvo nas ultimas safras
(SUMABAT et al., 2018; GODOQY et al., 2020).

A disseminac¢ao do fungo ocorre principalmente pelo vento e por gotas de
chuva (ALMEIDA et al., 2005). Os primeiros sintomas da mancha alvo em soja aparecem
entre 5 e 7 dias ap6s a penetracdao do fungo, com prolongado molhamento foliar e
temperaturas de 20 a 30 °C (AGRIOS, 1988). C. cassiicola produz esporos nas duas faces
da folha de soja, sendo mais abundantes na face adaxial (ALMEIDA et al., 2005). O fungo
produz conidioforos eretos, ramificados e conidios com dimenséo de 4-11 x 44-135 pm
(SNOW; BERGGREN, 1989). O patégeno tem crescimento rapido e esporula em meios de
cultura como Batata dextrose agar (BDA), Suco V8 Agar e Czapec, em temperatura 6tima
de 28 °C (SINCLAIR; BACKMAN, 1989).

Entre as estratégias de manejo da doenca sdo recomendadas: uso de
cultivares resistentes, tratamento de sementes, rotacdo/sucessdo de culturas néo
hsopedeiras e pulverizacbes com fungicidas (GODOQY et al., 2016).

Apesar de testes de inoculacdes cruzadas mostrarem que isolados de C.
cassiicola sdo mais agressivos quando inoculados no hospedeiro de origem, evidenciando
especializacdo patogénica, os isolados obtidos de soja e de algoddo no Brasil séo
semelhantes e infectam as duas culturas (CUTRIM, 2003; GALBIERI et al., 2014).

Existem variacbes genéticas entre os isolados fangicos. Isto pode ser
resultado da presséo de sele¢éo, das condicdes ambientais e de cultivo nas regides dos
guais os isolados sdo provenientes, refletindo em uma relacdo patdégeno-hospedeiro
diferenciada entre isolados fungicos e cultivares de soja (AGUIAR, 2015).

Por esta razdo, € muito importante avaliar constantemente o
comportamento dos isolados com base em seu hospedeiro original, visando esclarecer
cada vez mais a interacdo patdgeno-hospedeiro entre cultivares de soja e isolados de C.
cassiicola. Assim, podera haver direcionamento de estudos que permitam a adoc¢édo de
taticas de manejo mais eficientes e a obtencédo de cultivares resistentes.

As condi¢des necessarias para o estabelecimento de uma doenca sdo a

presenca de hospedeiro suscetivel, de patdgeno virulento e ambiente favoravel para a
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infeccao, colonizagdo e reproducao do fitopatégeno (AGRIOS, 2005). A juncdo desses trés
fatores forma o triangulo da doenca, onde a interagcdo desses fatores resulta no
desenvolvimento da doenga (BEDENDO; AMORIM, 2011).

O fator mais relevante da interacdo patdgeno-hospedeiro é o ambiente,
visto que mesmo na presenca de um patdégeno virulento e um hospedeiro suscetivel, é
capaz de evitar o surgimento de epidemias (CAMPBELL; MADENN, 1990). O conhecimento
do triangulo da doenca tem permitido a adocdo de medidas de controle visando reduzir as
perdas causadas por uma epidemia.

A epidemia é formada por uma série de processos bioldgicos, processos
envolvem taxas de mudanca e o tempo (TIVOLI et al. 2012). A incluséao do fator tempo no
ciclo de infeccao, permite a conceituacao de diversos periodos de interesse epidemiolégico,
dentre eles, o periodo de incubacgéo, o periodo latente e o periodo infeccioso (ZADOKS;
SCHEIN, 1979).

Devido ao aumento da incidéncia de mancha alvo no Brasil, principalmente
na cultura da soja, este estudo tem por objetivo gerar informacdes acerca dos parametros
epidemiologicos de C. cassiicola na soja e a diferenciacdo morfologica entre isolados de C.
cassiicola.

A dissertacdo é apresentada na forma de artigos:

Artigo A Caracterizacdo morfolégica de isolados de Corynespora cassiicola em dois meios
de cultura.

Artigo B Influéncia do numero de lesdes quanto a posicao de trifolios na infeccdo de C.
cassiicola em genotipos de soja.

Artigo C Incidéncia e caracterizacdo de les6es de mancha alvo em folhas unifolioladas,

peciolos e haste de plantas de soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO DA CULTURA DA SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill] pertencente a familia Fabaceae, tem como
centro de origem o continente Asiatico (MA, 1984). No Brasil a cultura foi introduzida no
estado da Bahia em 1882. No entato, foi no estado do Rio Grande do Sul que a soja passou
a ser cultivada em grande escala (BLACK, 2000). Nas décadas de 60 e 70 a soja chegou
ao Brasil, tornando-se A maior cultura em &rea cultivada a partir da década de 1990
(CAMARA, 2000).

Atualmente, a expanséo do cultivo da soja € ampla no Brasil e em todo o
mundo, devido ao facil manejo, as condi¢des favoraveis e a utilizacdo de novas tecnologias
no campo que impulsionam o desenvolvimento da cultura. Possui elevado teor de proteina
nos graos, 40%, sendo fonte nutricional animal e para 6leo utilizado na producdo de
biocombustivel e na alimentacdo humana (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

O Brasil atualmente € o maior produtor de soja, sendo o Mato Grosso o
maior estado produtor, seguido do estado do Parana (CONAB, 2021).

As doencas causadas por fungos apresentam graves implicacdes para o
setor agricola. Em torno de 40 doencas incidem na cultura da soja (TECNOLOGIAS, 2013).
As doencas reemergentes, como a mancha alvo, tém aumentando nas ultimas safras
devido a varios fatores, como por exemplo, a resisténcia do fungo aos fungicidas mais
comumente utilizados e do aumento da semeadura de cultivares suscetiveis.

A mancha alvo vem sendo encontrada em praticamente todas as regides
de cultivo do Brasil, ocasionando reducédo de produtividade variando entre 30 e 42 %
(KOENNING; CRESWELL, 2006; MOLINA, 2019). O fungo C.cassiicola vem aumentado
gradativamente a incidéncia nas lavouras ao longo dos anos, prejudicando outras culturas,
como a cultura do algoddo. Em algodao tem causado desfolha de aproximadamente 70%
(FREIRE, 2017).



19

3 Corynespora cassiicola NA SOJA

3.1 HISTORICO

No ano de 1900, plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp) e soja
na China foram infectadas por um fungo que produzia conidios grandes marrons e/ou
olivaceos (WEI, 1950). Na década de 1930, o fungo foi identificado como Cercospora
vignicola Kawamura (TAI, 1936; TENG, 1939). Uma década depois, Liu (1948) identificou
um fungo como Helminthosporium vignae Olive em feijao caupi no Japéo.

O fungo C. cassiicola Berk. & M. A. Curtis (WEI, 1950) pertence ao filo
Ascomycota, classe Dothiomycetes e ordem Pleosporales (ALMEIDA, 1976a). Esta espécie
€ 0 agente causal da doenca conhecida como mancha alvo, causando perdas em grandes
culturas como soja [Glycine max (L.) Merrill] e algoddo (Gossypium hirsutum), atingindo
perdas de 20 a 30% no rendimento da cultura (KREYCI; MENTEM, 2013; VENTURINI,
2014).

E normalmente encontrada proximo aos tropicos, com grande ocorréncia
nas folhas, raizes e hastes de varias plantas hospedeiras (SHIMOMOTO et al., 2011).
Podendo ser capaz de infectar mais de 530 espécies de plantas em até 400 géneros
diferentes (DIXON et al., 2009; FARR; ROSSMAN, 2019).

Na América do Sul, a mancha alvo na soja foi relatada pela primeira vez no
Brasil, em 1974, no estado do Parana, e logo apds no estado de Sao Paulo (ALMEIDA et
al.,, 1976a). Cerca de dez anos mais tarde, em 1986, foram encontrados sintomas de
podridao radicular e manchas foliares no municipio de Castro, no Parana. No ano seguinte,
a doenca foi detectada nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do
Sul (YORINORI, 1988).

A mancha alvo comecou a aumentar sua prevaléncia e severidade
principalmente na segunda metade da fase reprodutiva da cultura da soja, o que levou a
doenca ser incluida no grupo de doencas de estacao tardia (PLOPER, 2011). No entanto,
varios relatos consideram a mancha alvo diferente deste complexo de doencas, pois 0s
primeiros sintomas podem ser detectados no estagio de floracdo, simultaneamente com o
fechamento do dossel, quando sdo observados periodos de alta umidade (TERAMOTO et
al., 2013a).
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A mancha alvo é encontrada em muitas areas produtoras de soja do Brasil,
sendo uma doenca de grande importancia na regiao do cerrado, onde ocorre com maior
frequéncia. A doenca é potencialmente destrutiva em cultivares suscetiveis em épocas de
elevada precipitacdo pluvial (PHILLIPS, 1989).

Silva et al. (2002) relatam em 1994, que os danos e perdas causados pela
mancha alvo na soja ndo eram significativos, sendo considerada como uma doenca
irrelevante até no ano de 2000. Atualmente, a esta sendo observada em todas as regides
produtoras de soja do Brasil.

Na cultura da soja, a mancha alvo e a podriddo radicular de Corynespora
sdo doencas que podem ser atribuidas a mesma espécie, C. cassiicola. Estudos de
Spencer e Walters (1969), com 14 isolados monoconidiais obtidos nos Estados Unidos,
determinaram por meio da inoculacdo em soja e feijdo a existéncia de duas racas distintas
de C. cassiicola. Diferencas morfolégicas, patogénicas e culturais entre esses isolados

sugere a existéncia de variacdo em nivel de espécie.

3.1.1. Danos

Na cultura da soja a mancha alvo vem causando prejuizos econdémicos,
ocorrendo principalmente no final do ciclo da cultura. A doenca atualmente é
potencialmente destrutiva em cultivares suscetiveis e em épocas de elevada precipitacao
pluviométrica (PHILLIPS, 1989).

Os sintomas da doenca na soja sao caracterizados pelas lesbes com anéis
concéntricos de coloracdo escura nas folhas, que reduzem a area foliar sadia, interferindo
diretamente no processo de fotossintese e consequentemente diminuindo a producéo de
graos (GODOY et al., 2016a; BEDENDO, 1995a). Em cultivares suscetiveis pode ocorrer
desfolha prematura das folhas, assim como o apodrecimento das vagens e lesfes em
hastes.

Estudos com a mancha alvo na cultura da soja no Mississipi nos EUA,
revelaram que os danos causados variaram de 18 a 32% (HARTWIG, 1959). Na safra de
2004, foram estimados danos de 20% a 40% nos EUA (KOENNING; CRESWELL, 2006).

No Brasil, na safra de 1995/96, foi verificada a ocorréncia da mancha alvo
causando desfolha prematura e danos entre 40 e 45% no estado do Parana (YORINORI,
1996).
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3.1.2. Etiologia

O fungo Corynespora cassiicola é um patégeno hemibiotréfico, pertence ao
reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Dothideomycetes, subclasse
Pleosporomycetidae, ordem Pleosporales, familia Corynesporascaceae, (AGRIOS, 2005).
C. cassiicola € um fungo cosmopolita e inespecifico.

O patégeno quando cultivado em meio de cultura apresenta micélio
floculento de coloracdo branca, tornando-se mais tarde cinza escuro. Possui frutificacao
sem formacdo de estroma (ELLIS, 1971b; SNOW; BERGGREN JUNIOR, 1989). Os
conidi6foros emergem das lesdes, isoladamente ou em pequenos grupos, tendo os conidios
inseridos no apice, isoladamente ou em pequenas cadeias (VEIGA, 2008). Os conidiéforos
séo caracterizados por serem eretos ou levemente curvados, medindo entre 44 a 380 um,
ramificados, normalmente de coloracéo palida a marrom-claro (ELLIS, 1971b).

Os conidios sdo pigmentados, multi-septados e podem variar na coloragao,
desde hialina a marrom-clara (BLAZQUEZ, 1991). Em condi¢0es laboratoriais e de casa de
vegetacdo, os conidios sdo observados em cadeia de dois a seis, sendo retos ou
ligeiramente curvados no apice, cilindricos e com hilo pronunciado na base (SNOW,
BERGGREN, 1989). Os conidios apresentam comprimento médio de 134,7 mm e diametro
meédio de 7,7 mm, com 2 a 28 septos (KOENNING et al., 2006).

A estrutura de resisténcia de C. cassiicola sédo os clamiddsporos. Estes sédo
hialinos, com formato oval e dimenséao entre 16 a 30 por 14 a 20 ym, sendo formados em
culturas mais velhas (SINCLAIR, 1989).

O patégeno tem como temperatura 6tima para o crescimento micelial entre
18 a 21 °C, com minima que permite o crescimento in vitro de 5 a 7 °C e maxima de 34 a
39 °C (SINCLAIR, 1989).

A composicao do meio de cultura determina a qualidade e a quantidade do
crescimento micelial e da esporulacdo dos fitopatégenos. Além do meio de cultura, outros
fatores essenciais para estimular a esporulacdo dos patdgenos sdo temperatura e
luminosidade (RIBEIRO, 2011). Em relacdo aos meios de cultura indicados para o cultivo
de fungos ndo ha um que seja padréo, ocasionando diversas interpretacfes em mesmas
condi¢Bes do ambiente, tornando-se necessario a comparacdo de meios de cultura para o

crescimento e formacéo de esporos (GAVA, 2002).
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3.2 CICLO DA INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO NO PATOSSISTEMA C. CASSIICOLA-SOJA

3.2.1. Sobrevivéncia

O fungo C. cassiicola sobrevive em sementes de soja infectados e pode se
manter no solo em pousio por até dois anos, atuando como fonte primaria de indculo para
novas epidemias (ALMEIDA et al., 2001). A longevidade do inéculo de C. cassiicola pode
variar em fungéo da capacidade de sobrevivéncia dependendo do ambiente e da habilidade
competitiva na auséncia do hospedeiro (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

Nas sementes de soja, o micélio do fungo se mantem viavel, por um periodo
de 6 a 7 meses, localizado no embrido, permanecendo inativo até iniciar o processo
germinativo (AMORIM, 1995; AVOZANI; FERREIRA, 2012).

A sobrevivéncia de C. cassiicola pode ocorrer a partir de plantas
voluntarias, sementes, restos culturais e em hospedeiros alternativos (KUROZAWA,;
PAVAN; REZENDE, 2005).

Os clamidosporos sdo conidios com parede espessa que se originam
guando as células das hifas tornam-se arredondadas e se separam. O clamiddsporo € uma
estrutura especializada de resisténcia, para sobrevivéncia em condigcbes ambientais
adversas, atuando como esporos de repouso (GOULD, 2010). Os conidios sao esporos
assexuados iméveis, que sao dispersos no ar e servem para disseminar o patégeno

rapidamente ao longo dos meses de verdo (GOULD, 2010).

3.2.2. Hospedeiros

Existe evidéncias relatando a ampla gama de hospedeiros de C. cassiicola,
0 que levou os patologistas a considera-lo uma espécie cosmopolita e inespecifica, devido
a sua capacidade de infectar diversas espécies (ELLIS, 1971a; PEREIRA et al., 2003).

O fungo pode infectar mais de 530 espécies de plantas de 400 géneros,
incluindo monocotiledéneas e dicotileddéneas (SMITH et al., 2008; FARR; ROSSMAN, 2018;
FARR; ROSSMAN, 2019). Em alguns hospedeiros, também é relatado que C. cassiicola
cresce como um enddfito ou saprofito inespecifico (GOND et al., 2007; PROMPUTTHA et
al., 2007).

Além da soja (Glycine max L. Merril), o fungo infecta outras espécies de

culturas de grande valor econémico, nesta lista estdo incluidas: acerola (SILVA;
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RODRIGUES; SOARES JUNIOR, 1997), algoddo (FULMER et al., 2012), alface (SANTOS
et al., 2007), feijjao (MENDES et al., 1998), mamao (YAN-XIANG et al., 2011), pepino
(CUTRIM; SILVA, 2003), pimentdo (SHIMOMOTO et al., 2008), seringueira (YAN-XIANG
et al., 2011), e tomate (LOPES; AVILA, 2005). Algumas espécies de plantas daninhas
também podem ser infectadas, como assa-peixe (Vernonia polyanthes), lantana
(BARRETO et al., 1995) e trapoeraba (Commelina bengalensis L.) (CUTRIM; SILVA, 2003;
OLIVEIRA et al., 2007).

3.2.3. Disseminacao

A disseminagéo de C. cassiicola pode ocorrer via sementes infestadas ou
infectadas, implementos agricolas contendo restos de culturas e pelo vento (CAMPOS et
al., 2005). O principal meio de disseminacéo dentro e entre lavouras ocorre principalmente
pela acdo do vento, responsavel pela remocéo e transporte de conidios, dificultando o seu
manejo (FREIRE, 2017). A liberagdo de conidios do fungo ocorre de forma passiva
(MESQUINI, 2012). Maude (1996) denominou esses propagulos como "esporos secos".

Os conidios ou esporos secos, sdo disseminados pelo vento infectando
novos tecidos, determinando os ciclos secundarios da doenca que vao caracterizar o
carater epidémico da mancha alvo (ALMEIDA et al., 2005). Segundo Pernezny e Simone
(1993) a liberacéo de conidios estd mais concentrada no periodo da manha. A remocéo e
a dispersao dos conidios deste patégeno sdo favorecidas pelo tempo seco (CASSETARI
NETO; MACHADO; SILVA, 2010).

A disseminacdo a longas distancias mais eficiente é por sementes, as
plantulas oriundas desta semente contaminada contribui para o aumento de indculo na
area, devido a presenca de conidios em cotilédones e hipocotilo provenientes de lesGes
primarias (CAMPOS et al., 2008).

3.2.4.Infeccéo

A infec¢éo, processo que compreende o inicio da germinacéo é favorecida
por prolongado periodo de molhamento foliar com temperaturas de 22 °C a 30 °C (AMORIM,;
PASCHOLATI, 2011; SINCLAIR, 1982).

Apo6s a deposicdo dos conidios na superficie do hospedeiro, ocorre a

fixacdo por meio dos apressérios que emitem o tubo germinativo para dar inicio a
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penetracdo, processo que ocorre de forma direta através da superficie da epiderme
(AGRIOS, 1988; AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

A temperatura 6tima para a germinacao de conidios de C. cassiicola é de
23 °C, com limiar térmico inferior de 7 °C e o superior de 39 °C (MULITERNO de MELO,
2009). A umidade relativa do ar igual ou superior a 80% favorece o desenvolvimento da
doenca, e o déficit hidrico inibe o crescimento do fungo (SNOW; BERGGREN, 1989;
FUNDACRUZ, 2006).

Condicdes de precipitagdes pluviais no ciclo da cultura da soja, acima de
800 mm, resultam no aumento da severidade da mancha alvo (FUNDACRUZ, 2006). May
de Mio et al., (2002), relataram que molhamento foliar continuo, além da temperatura, €

importante para o desenvolvimento de epidemias da doenca.

3.2.5. Colonizacéo

A colonizacéo, fase parasitica, é caracterizada pela retirada de nutrientes
da planta. C. cassiicola é um fungo parasita necrotroéfico, processo que ocorre com a morte
das células da planta antes mesmo de invadi-las (LAMOTTE et al., 2007).

O desenvolvimento e a invasao dos tecidos do hospedeiro, ocorre pela
producédo da toxina cassiicolin que € liberada nas células degradando os tecidos adjacentes
ao local da infeccdo, extraindo os nutrientes das células mortas do hospedeiro
(KUROZAWA; PAVAN; REZENDE, 2005).

Apoés a penetracdo do fungo, os primeiros sintomas aparecem entre 5 a 7
dias, quando as plantas sdo submetidas a temperatura de 20 a 32°C e umidade relativa do
ar acima de 80% (AGRIOS, 1988). A producdo de conidios do patdgeno pode ser
observada nas duas faces das folhas, mas sdo mais predominantes na face adaxial
(ALMEIDA et al., 2005).

3.3 SINTOMATOLOGIA

Os sintomas tipicos causados por C. cassiicola na soja sdo observados nas
folhas. As lesBes iniciam por pontuacdes pardas, com halo amarelo, e evoluem para
manchas circulares necréticas de até 2 centimetros de didmetro circundadas por halo
clorético de coloragéo castanho-clara a castanho-escura (SNOW; BERGGREN, 1989).

O nome da doencga se deve aos anéis concéntricos, mais escuros no centro



25

e halos amarelos presentes nas manchas, que lembram o formato de um alvo (ALMEIDA
et al., 2005).

Os sintomas observados em casa de vegetacéo e camaras climatizadas da
doenca sao: ponto de infeccao escuro cercado por pequenos ou grandes halos cloréticos
(Figura 1 a; 1b e 1c); mancha necrotica sem halo cloroético (Figura 1d); e manchas marrom-
avermelhadas (Figura 1e).

Figura 1 - Sintomas foliares de mancha alvo, em ambiente climatizado, 14 dias apos a
inoculacdo dos conidios por pulverizacdo em tecido foliar de soja. (a) Manchas com tecido
necrosado e halo clorético tipicas de mancha alvo em folhas de soja; (b) Manchas com
tecido necrosado com expansdo da lesao; (c) Manchas com centro preto de infeccéo
cercado por anéis concéntricos de tecido necrosado; (d) Manchas com centro preto de
infeccdo com grades halos cloréticos; (e) Manchas necréticas sem halo; (f) Manchas

castanho-avermelhado sem expansao da leséo.

Fonte: A propria autora

Os sintomas sdo menos severos em temperaturas entre 20 e 30 °C, sendo

observado principalmente no fechamento do dossel e entrelinhas da cultura (MELO; REIS
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2010). Sob condi¢cdes de temperaturas abaixo das citadas acima ndo sédo observados
sintomas da doenca (SINCLAIR, 1989; TERAMOTO et al., 2013b).

Apoés infectar a planta hospedeira, o patégeno pode liberar "cassiicolin”,
uma toxina que mata tecidos adjacentes ao local da infec¢ao. Varias espécies de plantas,
incluindo a soja, apresentam sintomas semelhantes quando séo realizadas inoculagdes de
conidios ou injetando a toxina purificada (BARTHE et al., 2007). Os sintomas podem variar
em fungéo dos diferentes niveis de resisténcia das cultivares de soja e do isolado de C.
cassiicola (DIXON et al., 2009).

3.4 ESTRATEGIAS DE CONTROLE

Para controle de mancha alvo na cultura da soja sdo recomendada a
adocao de um conjunto de medidas, como o uso de cultivares resistentes, producdo de
sementes sadias, tratamento de sementes com fungicidas, rotacdo de culturas e
pulveriza¢cdes com fungicidas sistémicos (ALMEIDA et al., 2005; GODOY et al., 2016b).

Segundo Avozani (2011), para um manejo eficiente da mancha alvo, deve-
se incluir a reducao do indculo primario pelo uso de sementes sadias, porém estudos de
avaliacdo da eficacia do fungicida no controle da mancha alvo nas sementes sdo escassos.
O controle de baixa eficiéncia do carbendazim tem sido relatado (XAVIER et al., 2013),
portanto o uso deste principio ativo pode estar comprometido para o tratamento de
sementes no controle de C. cassiicola.

A eficiéncia da rotacdo de culturas é um ponto controverso. Enquanto
Almeida et al. (2001) sugeriram a adocdo de monocotiledéneas para reduzir o indculo
primario de C. cassiicola, a atividade saprofitica ndo especifica do patégeno pode reduzir a
eficiéncia deste manejo. O plantio de algoddo apds a soja deve ser evitado, uma vez que
ambos séo hospedeiros de C. cassiicola (MOLINA et al., 2018).

A selecao de cultivares com base na resisténcia a C. cassiicola deve ser
uma medida prioritaria para o0 manejo integrado da doenca. Silva et al. (2008) relataram que
0 aumento da intensidade da mancha alvo no Brasil pode ser devido a fatores relacionados
ao melhoramento genético no desenvolvimento de novas cultivares. Geralmente tem se
buscado resisténcia a nematoides, resultando em cultivares de soja com maior
suscetibilidade a C. cassiicola.

Nas sementes de soja, o controle de C.cassiicola é realizado por tratamento

guimico de sementes, que visa a erradicacdo do patdgeno (XAVIER et al., 2013). Para o
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controle quimico no tratamento das sementes de soja, sdo recomendadas diversas
misturas: tiabendazole (10% P) 170g + tiram (70%P) 105g/ 100Kg de semente; ou
carbendazim (150 g/L) + thiram (350 g/L) SC 200mL/ 100Kg de sementes (REIS; REIS,
2007). Nas ultimas safras, vem aumentando os relatos de menor eficiéncia no controle de
mancha alvo por carbendazim (XAVIER et al., 2013).

O manejo da mancha alvo, considerada doencga de final de ciclo na cultura
da soja, é realizado através de aplicacédo de fungicidas (GODOY; CANTERI, 2004). O uso
de fungicidas quimicos é recomendado quando cultivares suscetiveis atingirem severidade
entre 10% e 15%, com reducédo da produtividade de graos superior a 12% (MEYER et al.,
2013).

Os fungicidas séao avaliados em ensaios em rede que visa a avaliacdo da
eficiéncia de controle no alvo-biolégico em diferentes regides do Brasil para a safra 2019/20
(GODOY et al., 2019). A menor sensibilidade de C. cassiicola a fungicidas foi observada
para carbendazim (benzimidazol) (MBC), com eficiéncia de apenas 26%, em 20
experimentos instalados de 15 instituicbes de estudos de varias regioes.

Na safra de 2019/20, as misturas de fluxapiroxade + protioconazol,
azoxistrobina + tebuconazol + mancozebe e bixafen + protioconazol + trifloxistrobina
obtiveram a maior eficiéncia no controle de mancha alvo entre os produtos registrados (78%
e 76%), seguido de fluindapir + protioconazol (73%). As maiores produtividades na soja,
foram observadas para os tratamentos com azoxistrobina + protioconazol + mancozebe
(4229 kg ha?), bixafen + protioconazol + trifloxistrobina (4167 kg ha%), fluindapir +
protioconazol (4110 kg ha') e fluxapiroxade + protioconazol (4087 kg ha') (GODQY et al.,
2020).

Estudos com experimentos em rede dos anos anteriores, tém demonstrado
gue os fungicidas com maior eficiéncia no controle da mancha alvo, sdo os que contém
protioconazol e fluxapiroxade (MOLINA et al., 2019a).

O uso de fungicidas multissitios (mancozebe) também ajudam no controle
da mancha alvo, tendo importancia principal em regiées onde tem sido relatada menor
sensibilidade de C. cassiicola a fungicidas sitio-especificos (GODOY et al., 2020).

Os fungicidas do grupo do carbendazim (Methyl benzimidazole carbamate
- MBC), tem apresentado baixa eficiéncia de controle nos ultimos anos (GODOY et. al,
2020). O fato pode estar relacionada com a capacidade de mutacdo E198A e F200Y no
gene da B-tubulina o que confere resisténcia de C. cassiicola (GODOY et al., 2020).

A utilizag&o de fungicidas € uma das ferramentas de controle, no entanto,
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relatos de resisténcia de C. cassiicola aos grupos quimicos, reforcam a necessidade de
adocédo de todas as estratégias no manejo da mancha alvo, com utilizacdo de cultivares
resistentes/ tolerantes, tratamento de sementes e rotacao/diversificacdo de culturas com
milho e outras espécies de gramineas (GODOY et al., 2020).

3.5 PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

O estudo das doengcas em uma determinada populacdo de plantas é
conhecido como epidemiologia de doencgas de plantas (NUTTER, 2007). A epidemiologia
deve ser entendida como a ciéncia que nos conduz ao controle adequado de doencas de
plantas (DE AZEVEDO, 1997).

Alem disso, a epidemiologia procura relacionar os fatores basicos do
patdgeno, hospedeiro, ambiente e aspectos quantitativos da doenca, com objetivo de
propor solucdes que venham diminuir as perdas de produtividade (ISLAM et al., 2017a).

O conceito epidemiologico é mais bem representado pelo tetraedro, onde
a base representa a interacdo patdgeno, hospedeiro e ambiente, e 0 vértice superior o ser
humano (ZADOKS; SCHEIN, 1979). O ser humano pode interferir no processo de uma
epidemia de maneira direta ou indireta, criando condi¢des favoraveis ou desfavoraveis para
gue a doenca se desenvolva (DE AZEVEDO, 1997). Para que ocorra uma epidemia €
necessaria uma interacdo harménica entre os componentes do tetraedro, em funcéo de
patdgenos virulentos, hospedeiros suscetiveis e ambientes propicios que coincidam no
tempo e no espaco (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996; MADDEN et al., 2007).

A epidemia é formada por uma série de processos biologicos, conhecidos
como processos epidemioldgicos, estes por sua vez envolvem taxas de mudanca ao longo
do tempo (TIVOLI et al., 2012). A inclusdo do fator tempo no ciclo de infeccdo permite a
conceituacdo de diversos periodos de interesse epidemioldgico, dentre eles, periodo de
incubacéo, periodo latente e periodo infeccioso (ZADOKS; SCHEIN, 1979).

3.5.1. Periodo de incubacéo e latente

O intervalo de tempo decorrido entre a deposicao do patégeno na superficie
do hospedeiro e o aparecimento dos primeiros sintomas é denominado de periodo de
incubacao (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).

Periodo latente € o periodo de tempo decorrido entre a deposi¢cdo do
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patdgeno na superficie do hospedeiro e 0 aparecimento dos primeiros sinais do patégeno,
estruturas reprodutivas (BERGAMIN FILHO; KRANZ, 1996). Os conidios séo liberados e
disseminados por diferentes meios, sendo depositados no local de infec¢édo, constituindo-
se no inéculo primario. Sob condi¢Bes favoraveis durante o ciclo de crescimento da planta,
produzird uma série de ciclos secundarios, 0os quais contribuirdo para o aumento rapido da
doenca (FLOR, 1955).

Em determinados patossistemas, o periodo de incubacédo, o tempo entre a
inoculagéo e o aparecimento dos primeiros sintomas, é medido em vez do periodo latente.
Ao medir o periodo de incubacdo, assume-se que este e o periodo latente variam de
maneira paralela (SCHAPER, 1951). Diferencas consideraveis entre esses dois periodos
podem existir para as cultivares (VAN DER ZAAG, 1959; DEHNE, 1977).

Os valores dos parametros para o periodo de incubacdo podem ser
estimados durante epidemias em curso, embora com algum esforco. Esse monitoramento
pode ser feito marcando as folhas, registrando as lesGes e capturas de esporos nas folhas
préximas e relacionando-os com temperatura, periodos de molhamento foliar, eventos de
chuva, etc (KRANZ et al., 1980).

O periodo latente e o periodo de incubacdo estdo relacionados com a
sensibilidade a temperatura, ao nivel de resisténcia quantitativa do hospedeiro, a idade da
planta, a densidade de infeccdo do inoculo, ao estado nutricional e a outros fatores que

afetam a predisposicao de plantas hospedeiras (KRANZ et al., 1980).

3.5.2. Periodo infeccioso

Outro processo importante € o periodo infeccioso, que representa o periodo
de tempo em que uma lesdo permanece produzindo estruturas reprodutivas (DE
AZEVEDO, 1997). A velocidade de aumento da quantidade de doenca em fun¢éo do tempo
€ denominada taxa de infeccdo aparente (r), que é calculada pela equacao: dx/dt = rx

O periodo infeccioso comeca quando o periodo latente termina. A duracéo
do periodo infeccioso também exerce uma grande influéncia em epidemias (VAN DER
PLANK 1963; LUO; ZENG, 1995). Um parametro para medicédo do periodo infeccioso € a
duracdo em dias ou qualquer outra escala de tempo durante o qual uma leséo individual se
mantém infeciosa, produzindo porpagulos do patdégeno (ZADOKS, 1971).

Os parametros para o in6culo nas lesdes sao a intensidade e a capacidade

da esporulacao. A intensidade da esporulagéo é medida como a quantidade de propagulos/
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mm?, lesdes/ dia, ou como esporos capturados em armadilhas de esporos, nimero de
esporos/ unidade de tempo (KRANZ et al.,, 1980). A intensidade de esporulacdo é
importante para o manejo da doenca, mas de dificil avaliacdo, pois depende do numero
médio de lesBes presentes em t; e da idade média da populagdo de lesbes (ZADOKS;
SCHEIN, 1979).

Lesdes jovens causadas por patdgenos flngicos tendem a esporular mais
do que as mais antigas. Com o aumento da idade, a intensidade da esporulagéo diminui e
finalmente cessa (KRANZ et al., 1980). Uma alta propor¢céo de lesbes jovens, portanto,
produz mais inéculo que pode resultar em desenvolvimento mais rapido de epidemias, ou
seja, maior taxa ® (KRANZ et al., 1980).

3.5.3. Estudos com Corynespora cassiicola na soja

Seaman et al. (1965) estudaram a patogenicidade de C. cassiicola em soja
com diferentes temperaturas. Observaram sintomas menos severos com temperaturas
entre 20 a 25 °C nas plantas, e in vitro crescimento 6timo dos isolados ocorreu a 20 °C.

Estudos in vitro realizados por Melo (2010) utilizando diferentes meios de
cultura na presenca e auséncia de luz, visando o crescimento micelial de isolados de C.
cassiicola de soja, revelaram uma maior esporulacéo do fungo no meio Czapek, com luz e
fotoperiodo de 12/12. A mesma autora obteve resultados de temperatura 6tima de 23 °C,
minima de 7 °C e maxima de 39 °C para a germinacéao de conidios.

Mello (2009) ainda estudou o efeito da inoculacdo em plantas de soja com
diferentes concentracdes de in6culo de C. cassiicola. A concentracdo de 35 x 102 conidios
mL 1 causou uma intensidade satisfatoria de mancha alvo, podendo ser utilizada em
ensaios de quantificacdo. A cultivar BMX Poténcia RR apresentou alto nivel de
suscetibilidade e maior numero e diametro de lesdes.

Avozani (2011) estudou a agressividade de isolados de C. cassiicola e
observou que as condicfes ideais para o desenvolvimento da doenca em condi¢cdes de
casa de vegetacdo foram obtidas quando se adotou um conjunto de medidas: cultivar
suscetivel, temperatura de 21 a 25 °C, fotoperiodo de 12/12 horas, inoculagdo por
aspersdo, densidade de 5 x 10% conidios mL ! e umidade de 80 a 95% por 48 horas com

molhamento por aspersédo apds o aparecimento dos primeiros sintomas.
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4 ARTIGO A: CARACTERIZAQAO MORFOLOGICA DE OITO ISOLADOS DE
Corynespora cassiicola EM DOIS MEIOS DE CULTURA

4.1 RESUMO

O fungo Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, € encontrado em todas as
regides produtoras de soja do Brasil. O fungo é responsavel por danos econémicos em
mais de 400 géneros de diversas espécies de plantas em paises de clima tropical e
subtropical. Este estudo objetivou avaliar aspectos culturais e morfolégicos de oito isolados
de C. cassiicola, provenientes de diferentes regides brasileiras, em dois meios de cultura.
O experimento foi conduzido no laboratério de Patologia de Sementes do Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parand - IAPAR-EMATER, Londrina-PR, em condi¢cbes de
camara de crescimento. Amostras foliares de algodédo e soja com sintomas tipicos da
doenca foram coletadas em trés Estados produtores de soja do Brasil e armazenados em
colecéo. Os isolados foram repicados para o centro de placas de Petri contendo os meios
BDA e Suco V8 Agar. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 8 (meios de cultura x isolados) com cinco repeticbes. Foram avaliadas
a coloracao, aspecto e taxa do crescimento micelial. Alem disso, determinou-se a producéo,
dimensfes e numero de septos dos conidios. A comparacdo das variaveis entre os meios
de cultura e isolados de C. cassiicola foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis ou Tukey a 5%
de probabilidade. As coloracdes miceliais dos isolados foram predominantemente cinza
escuro e marrom claro, na parte superior e inferior das placas, respectivamente.
Independente do meio de cultura, o aspecto micelial dos isolados oriundos de algodao foi
plano, enquanto que, para isolados provenientes de soja o aspecto micelial foi aéreo
cotonoso. O meio Suco V8 Agar proporcionou a maior taxa de crescimento micelial (8,40 a
8,82 mm d!) para todos os isolados de C. cassiicola. Em meio BDA, a producéo de conidios
foi maior em isolados oriundos de algodéo (88,50 a 90,63 conidios mL™?) em relacdo aos
isolados de soja (19,13 a 43,13 conidios mL?). Houve grande variagdo na producédo de
conidios em meio Suco V8 Agar, n&o existindo relacio com a planta hospedeira de origem
dos isolados. O comprimento e largura dos conidios variaram dependendo do isolado e do
meio de cultura em que foi cultivado. Os isolados de C. cassiicola de algodao, quando
cultivados em meio BDA apresentam maior nimero de septos nos conidios. Os dados
demonstraram que os aspectos morfolégicos de C. cassiicola podem sofrer variacdes em
funcao do hospedeiro em que o patdgeno € isolado e do meio de cultura em que € cultivado.

Palavras-chaves: Mancha alvo, crescimento micelial, producéo de conidios, meio Suco V8
Agar, meio BDA.
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4.2 ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, is found in all soybean
producing regions of Brazil. The fungus is responsible for economic damages in more than
400 genera of several plant species in countries with tropical and subtropical climates. This
study aimed to evaluate cultural and morphological aspects of eight isolates of C. cassiicola,
from different Brazilian regions, in two culture media. The experiment was conducted in the
Seed Pathology Laboratory of the Parand Rural Development Institute - IAPAR-EMATER,
Londrina-PR, under growth chamber conditions. Cotton and soybean leaf samples with
typical symptoms of the disease were collected from three soybean producing states in
Brazil and stored in a collection. The isolates were repotted to the center of Petri plates
containing BDA and Juice V8 Agar media. The experimental design was entirely randomized
in a 2 x 8 factorial scheme (culture media x isolates) with five repetitions. Mycelial coloration,
appearance and growth rate were evaluated. In addition, the production, dimensions and
number of septa of the conidia were determined. The comparison of variables between
culture media and C. cassiicola isolates was performed by the Kruskal-Wallis or Tukey test
at 5% probability. The mycelial colorations of the isolates were predominantly dark gray and
light brown at the top and bottom of the plates, respectively. Regardless of the culture
medium, the mycelial appearance of the cotton isolates was flat, while for soybean isolates
the mycelial appearance was aerial cottony. Juice V8 Agar medium provided the highest
mycelial growth rate (8,40 to 8,82 mm d?) for all C. cassiicola isolates. On BDA medium,
conidia production was higher in isolates from cotton (88,50 to 90,63 conidia mL™') compared
to soybean isolates (19,13 to 43,13 conidia mL™?). There was great variation in conidia
production on Juice V8 Agar medium, with no relationship to the host plant of origin of the
isolates. The length and width of conidia varied depending on the isolate and the culture
medium in which it was grown. The isolates of C. cassiicola from cotton, when grown on
BDA medium showed a greater number of septa in the conidia. The data showed that the
morphological aspects of C. cassiicola may vary depending on the host from which the
pathogen is isolated and the culture medium in which it is grown.

Keywords: Target spot, mycelial growth, conidia production, juice medium V8 Agar, BDA
medium.
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4.3 INTRODUCAO

O fungo Corynespora cassiicola Berk. & M. A. Curtis (WEI, 1950), presente
em paises de clima tropical e subtropical, causa doencas em mais de 530 espécies de
plantas pertencentes a 400 géneros diferentes (FAAR; ROSSMAN, 2019).

O fungo possui uma ampla gama de hospedeiros economicamente
importantes, incluindo algoddao (FULMER et al., 2012), feijao (MENDES et al., 1998),
mamao (YAN-XIANG et al., 2011), pepino (CUTRIM; SILVA, 2003), pimentao
(SHIMOMOTO et al.,, 2008), seringueira (YAN-XIANG et al., 2011), soja (SEAMAN;
SHOERMAKER, 1965) e tomate (LOPES; AVILA, 2005).

A doenca causada pelo fungo C. cassiicola na cultura da soja é conhecida
como mancha alvo, e afeta folhas, caules, vagens e sementes (ALMEIDA et al, 2005). Nas
folhas, as lesdes iniciam-se por pontuacdes pardas com halo amarelo, evoluindo para
manchas circulares necroticas castanho-claras a castanho-escuras de até 2 centimetros de
diametro circundadas por um halo clorético (SNOW; BERGGREN, 1989). As folhas
severamente afetadas caem prematuramente (SINCLAIR, 1989).

O fungo sobrevive em detritos, sementes de soja, campos em pousio por
até dois anos. Forma estruturas de sobrevivéncia chamadas clamidosporos (ALMEIDA et
al., 2001; GODOQY, 2014) que sao estruturas especializadas de resisténcia em condi¢des
ambientais adversas, atuando como esporos de repouso (GOULD, 2010; AMORIM, 1995).

O crescimento de C. cassiicola em meio de cultura apresenta micélio de
coloracdo branca, tornando-se mais tarde marrom claro a cinza escuro (SNOW,;
BERGGREN JUNIOR, 1989). Os conidioforos originam-se isoladamente ou em pequenos
grupos, ramificados, eretos ou ligeiramente curvados, cujo os conidios ocorrem sem
formacao de estroma (ELLIS, 1971b). Formados isoladamente ou em cadeias, 0s conidios
sdo cilindricos a obclavados, retos a ligeiramente curvos, hialinos a marrom ou olivaceos
claros, podendo ter de zero a 28 septos, e hilo pronunciado na base (SNOW; BERGGREN,
1989; KOENNING et al. 2006).

Isolados de C. cassiicola provenientes da cultura da soja tem como
temperatura 6tima para o crescimento micelial entre 18 a 21 °C, com minima que permite o
crescimento in vitro de 5 a 7 °C e maxima de 34 a 39 °C (SINCLAIR, 1989).

Estudos sobre as caracteristicas de desenvolvimento e morfologia de
isolados de C. cassiicola em diferentes meios de cultivo sdo Uteis para definir quais meios

de cultura podem favorecer o crescimento e esporulagéo dos isolados. Na literatura séo
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reportadas variagcbes morfologicas entre os isolados de C. cassiicola provenientes de
diferentes regides brasileiras (NGHIA et. al, 2008; QI et. al, 2011; KURRE et. al., 2019).

Além disso, as informacdes sobre a fisiologia do patégeno e variacdes entre
isolados de diferentes hospedeiros e localidades auxiliam na adocao das estratégias de
manejo para controle da doenca (DE AZEVEDO, 1997). Isto permite escolher a melhor
técnica de multiplicacéo do patdgeno e obter indculo para a selecdo de linhagens de plantas
hospedeiras menos suscetiveis a doenca para diferentes isolados.

Diante do exposto, este estudo objetivou determinar, nos meios de cultura
BDA e Suco V8 Agar, a capacidade de crescimento micelial e caracteristicas morfologicas
de oito isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes regides do Brasil.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Local de execucao

O experimento foi conduzido no Laboratoério de Patologia de Sementes do
Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IAPAR-EMATER (IDR-Parand) e
Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL), em Londrina -
PR.

4.4.2 Coleta das amostras

Amostras de folhas de algodao e de soja com sintomas tipicos de mancha
alvo foram coletadas na safra de 2018/19, em diferentes areas de cultivo de soja e algodao
abrangendo trés Estados brasileiros (Figura 1.1). Estas amostras foram encaminhadas ao
laboratério de Patologia de Sementes do IDR — Parana para analise dos sintomas sob

microscépio e posterior isolamento do patdgeno.

Figura 1.1 Localidades onde foram realizadas coletas de amostras de folhas de algodédo e
de soja com sintomas de mancha alvo para obtencdo de isolados de Corynespora

cassiicola.
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Fonte: A propria autora

4.4.3 Isolamento, purificacdo, identificacao e cultivo do patégeno

Segmentos foliares (3 mm de diametro) de algodao e soja contendo lesdes,
foram submetidos a desinfestacéo superficial em alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito
de sodio a 2% por 1 minuto, seguido de lavagens em agua destilada esterilizada.

Os tecidos foram distribuidos em meio de cultura Suco V8 Agar e mantidas
a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12/12 h de luz-escuro para isolamento do patdgeno. Apos
guatro dias, observou-se o crescimento micelial do fungo que foi identificado com auxilio da
chave do género C. cassiicola proposta por Ellis (1957).

O micélio de cada isolado foi entdo sub-cultivado em meio de cultura Suco
V8 Agar, e posteriormente realizado cultivo monosporico em meio Agar-agua (Fernandez,
1993). Cada isolado foi armazenado a + 4 °C pelo método Castellani (1939, citado por
FIGUEIREDO, 1967).

Foram obtidos oito isolados da espécie C. cassiicola, provenientes de
plantas de soja (ISO-S) e plantas de algodao (ISO-A), dos Estados do Parana, Mato Grosso
e Goias (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 — Cddigo, ano e local de coleta e espécie hospedeira dos isolados de

Corynespora cassiicola utilizados em analises culturais e morfoldgicas.

Cédigo Ano Local Espécie Hospedeira
ISO-1S 2018 Goiania - GO

ISO-2 S 2018 Arapongas - PR

ISO-3 S 2018 Sorriso - MT Glycine max L.
ISO-4 S 2019 Londrina - PR

ISO-11 S 2018 Diamantino - MT

ISO-1 A 2018 Sertandpolis - PR

ISO-2 A 2019 Jataizinho - PR Gossypium hirsutum L.
ISO-3 A 2019 Porecatu - PR

Fonte: A prépria autora

Discos miceliais de 5 mm de didmetro foram retirados das bordas das
colénias com cinco dias de crescimento e transferidos para o centro de placas de Petri (@
= 9 cm) contendo Batata-Dextrose-Agar (BDA: 200 g L* extrato de batata, 20 g L™
dextrose,17 g L™ 4gar) e Suco V8 Agar (V8: 5 g L' Carbonato de célcio, 340 mL suco V8,
34 g L de &gar). As placas foram vedadas, mantidas a 25 + 1 ° C e fotoperiodo de 12/12

h de luz-escuro por 72 horas, para dar inicio as avaliacdes.

4.4.4 Avaliacdes

As variaveis avaliadas foram: coloracdo, aspecto e taxa do crescimento
micelial, bem como a producéo, comprimento, largura e nimero de septos dos conidios. As
avaliacdes necessarias para a o calculo da taxa do crescimento micelial iniciaram aos trés
dias apds a incubacdo com término aos onze dias apos a incubacédo. As outras avaliacdes
foram realizadas 12 dias apdés a incubacéo.

A avaliacdo da caracterizacdo da cor de colénia foi analisada conforme
descrito pelo sistema de anotacdo de cores de Munsell Color Company (1975). As placas
foram analisadas pela tonalidade de pigmentacédo da coldnia na parte superior (frente) e
inferior (verso) contendo os meios de cultura BDA e Suco V8 Agar. Os isolados também
foram avaliados quanto ao aspecto do micélio pela atribuicdo de tipo de micélio, podendo
ser: plano, aéreo e aéreo cotonoso (BERGGREN JUNIOR, 1989).

A taxa diaria do crescimento micelial dos isolados foi constituida da

medig&o da colénia em duas dire¢bes ortogonais, aos 3, 5, 7, 9 e 11 dias ap0s a incubacéo.
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As medic¢des foram concluidas quando o crescimento da colénia completou a placa de Petri
em um dos tratamentos (11 DAI). No entanto, a penultima data de avaliacdo (9 DAI) foi
utilizada para realizar os calculos da taxa diéria do crescimento, visto que ao atingir a borda
da placa, aos 11 DAI, o crescimento micelial pode ter sido limitado interferindo nos
resultados. A taxa diaria (mm d?) foi calculada pelo diametro médio das duas medidas
diametralmente opostas subtraido de @ 0,5 mm (disco inicial), divido por 9 (dias de
avaliagéo).

Para a producéo de conidios, em cada placa foram adicionados 10 mL de
agua destilada e as col6nias fangicas foram raspadas com o auxilio de pincel de cerdas
macias. A concentracdo da suspensdo de conidios (conidios mL™) foi determinada pela
contagem em Camara de Neubauer sob microscépio com aumento de 100 x. A leitura em
Camara de Neubauer foi realizada cinco vezes para cada repeticdo, com a quantidade final
de conidios definida pela média das contagens em cada repeti¢ao.

A largura (um) e o comprimento (um) dos conidios e o niumero de septos
foram determinados pela avaliacdo de 50 conidios da suspensdo fangica descrita
anteriormente. Os conidios foram observados sob microscopia 6ptica (100 X), fotografados
e submetidos ao software de processamento e analise de imagens digitais ImageJ versao
1.32) (Wayne Rasband National Institute of Health, USA) (RASBAND, 2012).

4.4.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 8 (dois meios de cultura x os isolados de C. cassiicola) com cinco fator. A unidade
experimental foi composta por uma placa.

Para as variaveis taxa de crescimento micelial, producdo de conidios e
guantidade média de septos por conidio, a comparacao entre meios de cultura dentro de
cada isolado de C. cassiicola foi realizada pelo teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. A
comparacao dos isolados dentro de cada meio de cultura foi realizada pelo teste de Kruskal-
Wallis, com significancia de 5% utilizando o software BioEstat 5.0.

As variaveis comprimento e largura de conidios foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey a 5% de
significAncia, com comparacdo entre meios de cultura e isolados de C. cassiicola em

esquema fatorial. O software utilizado foi o SISVAR.
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45 RESULTADOS

4.5.1 Pigmentacéo e aspecto da colonia

Grande variacao foram verificadas quanto a pigmentacdo dos oito isolados
de C. cassiicola nos meios de cultura BDA e Suco V8 Agar (Tabela 1.2 e Figura 1.2). Na
parte superior (frente) das placas contendo meio Suco V8 Agar, a pigmentacio micelial dos
isolados variou de cinza a olivaceo, enquanto na parte inferior (verso) das placas, houve
predominancia da tonalidade marrom claro para todos os isolados (Figura 1.2). No meio
BDA, a pigmentagédo micelial variou de cinza a branco na parte superior das placas e de
marrom a preto na parte inferior das placas (Figura 1.2).

De modo geral, a coloragdo micelial dos isolados de C. cassiicola foi
predominantemente cinza escuro e marrom claro, na parte superior e inferior das placas,
respectivamente.

Independente do meio de cultura, o aspecto micelial dos isolados oriundos
de algodéo foi plano, enquanto que, para isolados provenientes de soja 0 aspecto micelial
foi aéreo cotonoso. A Unica excecdao foi o isolado ISO 1S, que se mostrou plano para ambos

0s meios em que foi cultivado (Tabela 1.2).

Figura 1.2 - Caracteristicas morfoldgicas de isolados Corynespora cassiicola aos 12 dias
de incubacg&o em meio de cultura Suco V8 Agar e BDA, T°= 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12
horas, Londrina - PR, 2020. (A) Vista superior da placa em meio Suco V8 Agar; (B) Vista
inferior da placa em meio Suco V8 Agar; (C) Imagens de microscépio de conidios de C.
cassiicola; (D) Vista superior da placa em meio BDA; (E) Vista inferior da placa em meio

BDA,; (F) Imagens de microscopio de conidios de C. cassiicola.
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ISO 4S8 ISO 38 ISO 28 ISO 1S ISO 3A ISO 2A ISO 1A

ISO 118

4 5.2 Taxa de crescimento micelial

A taxa de crescimento micelial (mm d-!) variou de 5,40 a 8,82 mm d! entre

os oito isolados de C. cassiicola (Tabela 1.2). A maior taxa de crescimento micelial de
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isolados de C. cassiicola ocorreu no meio Suco V8 Agar (8,40 a 8,82 mm d) quando
comparada ao meio BDA (5,40 a 7,30 mm d1).

A taxa de crescimento micelial variou entre isolados de C. cassiicola
guando cultivados em meio BDA, sendo as maiores taxas de crescimento observadas para
os isolados ISO 3A e ISO 1A, 7,30 e 7,14 mm d, respectivamente. As menores taxas de
crescimento ocorreram para os isolados 1SO 4S, ISO 11S e ISO 3S, 6,35, 6,00 e 5,40 mm
d?, respectivamente. Ndo houve diferencas significativas em relacdo a taxa de crescimento
micelial para os isolados de C. cassiicola cultivados em meio de cultura Suco V8 Agar
(Tabela 1.2).

4.5.3 Producéo de conidios

O desempenho na producao de conidios nos diferentes meios de cultura
variou de acordo com a origem dos isolados em relacdo a planta hospedeira (Tabela 1.2).
N&o houve diferencas na producéo de conidios entre os meios de cultura quando os
isolados foram provenientes de plantas de algodao (ISO 1A, ISO 2A e ISO 3A). Entretanto,
guando os isolados de C. cassiicola foram oriundos de plantas de soja, houve maior
producao de conidios dos isolados ISO 2S, ISO 4S e ISO 11S no meio Suco V8 Agar, 64,00;
99,13 e 107,38; respectivamente, em relacdo ao meio BDA, 23,88; 36,00 e 38,00;
respectivamente (Tabela 1.2).

De modo geral, a producao de conidios em meio BDA foi maior em isolados
oriundos de algodéo, 88,50 a 90,63 conidios mL?, em relacédo aos isolados de soja, 19,13
a 43,13 conidios mL™. Quando o cultivo dos isolados foi realizado em meio Suco V8 Agar,
a maior producédo de conidios foi dos isolados ISO 11S, ISO 4S, ISO 2A e ISO 1A, 107,38
a 85,00 conidios mL1, em relagéo aos ISO 3S e ISO 1S, 49,38 e 22,88; respectivamente
(Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 - Aspectos culturais e morfologicos da colbnia, taxa de crescimento, producdo de esporos, comprimento, largura e nimero de septos

dos conidios de oito isolados de Corynespora cassiicola obtidos de algoddo e de soja em meios de cultura BDA e Suco V8 Agar (V8) apds 12
dias de incubacgédo a 25 * 1°C e fotoperiodo de 12/12 h, Londrina - PR, 2020.

Meios de Hospedeiro Isolado Cor da colonia Aspecto do cr(-ersaé(ierln(iito Progggéo di ) Conidio - Namero -de septos -
cultura Frente Verso micélio (mm/ dia) conidios mL™  comprimento  Largura Minimo Maximo  Média
ISO 1A  Cinza Escuro Preto Plano 7,14 B! a2 88,50 A ab 52,36 Aa 6,88 ADb 0 7 2,62 Aab
Gﬁfﬁiﬁl%m ISO 2A  Cinza Escuro Preto Plano 704Bab  89,00Aab 53,43Aa 7.04Ab 0 11 2,52 Aab
ISO 3A  Cinza Escuro Preto Plano 7,30B a 90,63 Aa 47,70 A ab 6,65ADb 0 10 2,14 Aab
ISO 1S Branco Marrom Plano 6,95 B abc 19,13 Ad 49,78 Aa 7,32 Aab 0 9 2,60Aa
oPA ISO 2S Cinza Escuro Preto Aéreo cotonoso 7,01 B abc 24,88 B cd 30,78 Ac 8,06 A ab 0 5 1,12Ac
Glycinemax I1SO3S CinzaClaro Marrom Claro Aéreo cotonoso 5,40Bd 43,13 A bc 31,42Bc 7,05 A ab 0 6 126 Ac
ISO 4S Cinza/Marrom Marrom Claro  Aéreo cotonoso 6,35 B bcd 36,00 B cd 33,65Ac 6,32BDb 0 3 1,22Bc
ISO 11S Cinza Escuro Marrom Claro  Aéreo cotonoso 6,00 B cd 38,00 B cd 35,19 A bc 6,69BDb 0 7 1,78 Abc
ISO 1A CinzaClaro Marrom Claro Plano 8,40 Al a2 85,00 A ab 41,31Ba 6,86 Ab 0 8 2,10 A bc
Grf’lf‘:gﬁj'fnm ISO2A  Cinza Claro Marrom Claro Plano 848Aa 89,88 A ab 49,88 A a 7,55 A ab 0 8 304Aa
ISO3A CinzaClaro Marrom Claro Plano 8,73Aa 75,00 A bc 4471 A a 6,82ADb 0 7 2,16 Aab
ISO 1S Cinza Marrom Claro  Aéreo cotonoso 8,82 A a 22,88 Ad 40,05B a 7,24 A ab 0 4 1,24 B cd
ve ISO 2S Cinza Escuro Marrom Claro Aéreo cotonoso 8,67 Aa 64,00 A bcd 26,35Ab 6,75B b 0 4 0,92 Ad
Glycine max  1SO 3S Olivaceo Marrom Claro  Aéreo cotonoso 8,40A a 49,38 A cd 4392 Aa 7,28 A ab 0 10 2,06 A ab
ISO4S Cinza Escuro Marrom Claro Aéreo cotonoso 8,47 Aa 99,13 A ab 37,89 A ab 7,99 A a 0 9 2,14 Aab
ISO 11S Cinza Escuro Marrom Claro Aéreo cotonoso 8,52 Aa 107,38 A a 38,98 A ab 7,65 A ab 0 7 2,14 Aab

IMédias seguidas pelas letras mailsculas na coluna comparam meios de cultura dentro de cada isolados de C. cassiicola, letras diferentes indicam diferenca significativa
(a=5%) pelo teste Mann-Whitney.
2Médias seguidas de letras minisculas na coluna comparam isolados de C. cassiicola dentro de cada meios de cultura, indicam diferenga significativa (a=5%) pelo teste de
Kruskal-Wallis.
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4 5.4 DimensoOes dos conidios

Nos dois meios de cultura testados, todos os isolados produziram conidios
para a determinagdo do comprimento e largura. Entretanto, houve interagdo entre meio de
cultura e isolado de C. cassiicola (Tabela 1.2).

Os isolados ISO 1A com 52,36 um e ISO 1S com 49,78 pum apresentaram
maiores comprimentos de conidios produzidos no meio BDA, do que os produzidos no meio
Suco V8 Agar. O isolado ISO 3S obteve maior comprimento de conidio, 43,92 um, em meio
de cultura Suco V8 Agar em relagéo ao meio BDA. Os demais isolados n&o diferiram entre
si (Tabela 1.2).

O maior comprimento de conidios produzidos no meio BDA foi observado
para os isolados ISO 3A, ISO 1S, ISO 1A e ISO 2A, variando de 47,70 a 53,43 pm. O menor
comprimento foi observado para os isolados ISO 2S, ISO 3S e ISO 4S, com 30,78 a 33,65
um. O maior comprimento de conidios obtidos de culturas em meio Suco V8 Agar foi
observado para os isolados ISO 1S, ISO 1A, ISO 3S, ISO 3A e ISO 2A, de 40,05 a 49,88
pum, diferindo do isolado ISO 2S, com conidios de 26,35 pum.

N&o houve diferencas na largura dos conidios obtidos de culturas em meio
BDA ou Suco V8 Agar, quando os isolados foram oriundos de algoddo (Tabela 1.2).
Entretanto, para os isolados provenientes de plantas de soja, o isolado ISO 2S apresentou
maior largura de conidios no meio BDA, 8,06 um, em relacdo aos produzidos em meio de
cultura Suco V8 Agar, 6,75 pm. O contrario ocorreu quando os isolados 1SO 4S e I1SO 11S
foram cultivados em meio Suco V8 Agar, 7,99 e 7,65 um, comparativamente ao meio BDA,
6,32 e 6,69 um. Os demais isolados nédo diferiram entre si (Tabela 1.2).

Quando cultivado em meio BDA, a maior largura de conidios foi observada
para o isolado ISO 2S com 8,06 um, diferindo dos isolados ISO 4S, ISO 11S, ISO 3A, ISO
1A e ISO 2A, cujas dimensdes variam de 6,32 e 7,04 um. Em relacdo ao meio de cultura
Suco V8 Agar, a maior largura de conidio foi observada para o isolado 1SO 4S, 7,99 um,
enquanto os isolados ISO 2S, ISO 3A e ISO 1A apresentram as menores larguras variando
de 6,75 a 6,86 um (Tabela 1.2).

4.5.5 Numero de septos

De modo geral, para a maioria dos isolados de C. cassiicola existe grande

variacdo no numero de septos por conidio, independente do meio de cultura em que sao
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cultivados (Tabela 1.2). Em todos os isolados foram observados a presenca de conidios
sem septos, enquanto o nimero maximo de septos variou de 3 para o isolado ISO 4S a 11
no ISO 2A.

N&o houve diferencas entre os meios de cultura testados quanto ao nimero
médio de septos por conidio de C. cassiicola, quando os isolados foram oriundos de plantas
de algodao (Tabela 1.2). Entretanto, diferengas foram observadas para isolados oriundos
de plantas de soja. O isolado ISO 1S apresentou maior nimero médio de septos por conidio
quando cultivado em meio BDA, 2,60 septos por conidio, em rela¢éo ao meio Suco V8 Agar,
1,24 septos por conidio. O contrério ocorreu para o isolado 1ISO 4S, com maior ndmero
médio de septos por conidio de culturas em meio Suco V8 Agar, 2,14 septos por conidio,
comparativamente aos produzidos em meio BDA, que foi de 1,22 septos por conidio. Os
demais isolados nao diferiram entre si quanto ao meio de cultivo e nimero médio de septos
por conidio.

Quando cultivados em meio BDA, o numeros médio de septos por conidio
foi maior nos isolados ISO 3A, ISO 2A, ISO 1S e ISO 1A, variando de 2,14 a 2,62 septos
por conidios, diferindo dos isolados ISO 2S, ISO 4S e ISO 3S, com 1,12 a 1,26 septos por
conidio. Quando o cultivo foi realizado em meio Suco V8 Agar, o maior nimero médio de
septos por conidio foi observado para para os isolados ISO 4S, ISO 11S, ISO 3A e ISO 2A,
2,14 a 3,04 septos por conidio, diferindo dos isolados ISO 1S e ISO 2S, 1,24 e 0,92 septos
por conidio, respectivamente, que apresentaram 0s menores numeros médios de septos

por conidio (Tabela 1.2).

6.5.6 DISCUSSAO

Semelhancas foram observadas nas caracteristicas dos oito isolados de C.
cassiicola com a descricédo de Ellis (1971), indicando que os isolados pertencem a espécie
C. cassiicola. O estudo das caracteristicas e variagcbes morfolégicas dos fungos
desempenha um papel importante na taxonomia, podendo auxiliar na identificacdo de
muitas espécies patogénicas (MUSHRIF et al., 2006).

No presente estudo ndo houve variagdo das caracteristicas de
desenvolvimento entre isolados oriundos de algoddo, contudo houve grande variacdo para
os isolados provenientes de soja. Isso indica que a extensdo da cultura hospedeira de

origem do patégeno tem influéncia sobre suas caracteristicas de desenvolvimento. Estes
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resultados corroboram estudos anteriores, que descreveram variacdes na coloracao,
textura e dimensdes de conidios entre isolados de C. cassiicola oriundos do mesmo ou
diferentes hospedeiros e regides (DARMONO, et al.,1996; SPENCER, et al., 1969).

Assim como no presente estudo, Qi et al. (2011) e Sousa et al. (2014),
estudando isolados de C. cassiicola oriundos de soja cultivados em meio BDA, também
verificaram variagdes na textura, fina a espessa, e cor da colbnia, branco a marrom claro,
marrom vermelho, marrom escuro, cinza escuro ou preto.

Provavelmente, a variabilidade entre isolados provenientes de soja seja
devida a interacao de C. cassiicola e soja ser mais antiga do que a interagcdo com plantas
de algodao (ALMEIDA et al., 1976a; FULMER et al., 2012). Esse maior tempo de interacao,
juntamente com a presenca de diferentes cultivares de soja nas diversas regioes do Brasil,
pode ter resultado em uma maior pressao de selecao para patotipos de C. cassiicola.

Entretanto, mais estudos devem ser realizados, utilizando um maior
numero de isolados oriundos de plantas de algodéao e soja, para elucidar esta hipotese.
Vale ressaltar, que a variabilidade dos fitopatdogenos relacionada com a ocorréncia de
alguns mecanismos de recombinacdo genética (Kaufmann; Weidemann appud Peres,
2003).

A taxa de crescimento micelial de C. cassiicola em outros meios de cultura
foi registrada entre 5,7 a 10,0 mm d-! para diferentes isolados (OLIVEIRA, 2007; NGHIA et
al., 2008). Neste estudo verificou-se menor taxa de crescimento micelial para todos os
isolados cultivados em meio BDA, de 5,40 a 7,30 mm d, guando comparados ao meio
Suco V8 Agar, 8,40 a 8,82 mm dL.

Almeida et al. (1994) e Muliterno de Melo (2009) também constataram que
diferentes isolados de C. cassiicola se desenvolvem vagarosamente em meio de cultura
BDA, formando micélio de tonalidade escura e de coloracédo do cinza ao preto olivaceo. Os
autores relacionam que o crescimento micelial mais lento esta relacionado a fonte de
nutrientes ao qual o isolado tem acesso e ao aproveitamento dos nutrientes em cada meio
de cultura.

Apesar do meio BDA ser frequentemente utilizado para estudos com
diferentes fungos, Diener (1952) alerta que o desenvolvimento de alguns fungos pode ser
prejudicado, propondo o uso de um meio de cultura utilizando suco industrializado (Suco
V8) composto por oito vegetais, rico em vitaminas A, C e E, fibras e minerais. Este meio de
cultura proporcionou maiores taxas de crescimento micelial no presente estudo.

Para o cultivo de fungos in vitro, a escolha do meio deve ser baseada em
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nutrientes e condic¢des fisico-quimicas que sdo indispenséveis para o desenvolvimento do
patégeno. Além de temperatura e luminosidade, a composicdo do meio de cultura
determina a qualidade e a quantidade do crescimento micelial (CARNAUBA, 2007).

Griffin (1993), relatou que cada isolado metaboliza os nutrientes em
velocidades diferentes dependendo do meio de cultura, ocasionando a sintese de outras
moléculas ou produtos que influenciam o crescimento do fungo no meio. Ndo existe um
meio de cultura ideal que sirva para todos os patdgenos, sendo necessaria a comparacao
de meios para o crescimento e formacao de esporos para cada patégeno estudado (GAVA,
2002).

N&o houve diferencas na producédo de conidios entre os meios de cultura,
guando os isolados foram provenientes de plantas de algodao. Contudo, quando oriundos
de plantas de soja, os isolados com maiores producdes de conidios foram obtidos em
cultivos com meio Suco V8 Agar, corroborando os resultados de Almeida et al. (1976b).

A maior producéo de esporos em fitopatdgenos pode estar relacionada ao
meio em que foi cultivado (CARNAUBA, 2007). Para alguns fungos fitopatogénicos, Diener
(1952) recomenda o uso de meio contendo Suco V8 visando maior producéo de conidios.
O meio € rico em vitaminas e minerais, 0 que em parte pode justificar os resultados
encontrados neste estudo, visto que o meio BDA contém menor concentracao de vitaminas
e minerais.

O comprimento e largura dos conidios nos diferentes isolados obtidos
neste estudo variaram de 26,35 a 53,36 ym e de 6,65 a 8,06 um, respectivamente. O
numero de septos variou de 0 a 11 septos por conidio. Estas dimensdes e numero de septos
estdo de acordo com os limites inferiores e superiores propostos por Ellis (1971a) para a
descricdo da espécie.

Qi et al. (2011) também observaram diferenca nas dimensées dos conidios
de C. cassiicola, com comprimento entre 10 e 277 ym, largura entre 1,3 e 17,1 ym e nimero
de septos de 0 a 18 por conidio. Para o mesmo patdgeno, Teramoto (2008) obteve
dimensfes de 46,1 a 110,9 um para comprimento, de 5,3 a 8,2 um para largura e o nimero
de septos variou de 1 a 15. Ferreira Filho (2012) em estudos com isolados de soja, observou
comprimentos de 20 a 300 um, com largura em torno de 7 a 15 pm e quantidade de septos
variando de 1 a 22. Muliterno de Melo (2009), verificou que o tamanho dos conidios variou
de 8 a 280 um, com média de 10 a 150 pm.

As dimensdes de comprimento e largura, bem como o nimero de septos

dos conidios obtidos neste estudo mostraram, menor variacdo em relacdo aos citados na
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literatura. Pode-se verificar que h& variabilidade quanto aos valores descritos por cada
autor, essas diferencas podem estar relacionadas a origem dos isolados, como hospedeiro
e localizagéo geografica, técnica de acondicionamento, umidade do ambiente em que sdo
produzidos e ao meio de cultura (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012; SOUSA; BENTES,
2014; DARMONO, et al.,1996; SPENCER, et al., 1969). Souza e Bentes (2014) relatam
ainda que em condi¢des naturais com umidade elevada, os conidi6foros e conidios sao
geralmente longos e afiados.

O conhecimento de como a composi¢do quimica dos meios de cultura
influenciam fisiolégicamente o patégeno C. cassiicola, afetando as caracteristicas
morfoldgicas, de crescimento e producao de conidios € imprescindivel para determinar qual
meio de cultura sera mais eficiente na multiplicacdo do patégeno em condi¢des in vitro
(BOGO et al. 2008).
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4.6 CONCLUSOES

A cor da coldnia de C. cassiicola € influenciada pelo meio de cultura em
gue o fungo é cultivado. Para isolados oriundos de plantas de algodao, tonalidades mais
claras ocorrem quando cultivados em meio Suco V8 Agar.

Para os meios de cultura avaliados, o aspecto do micélio € plano em
isolados oriundos de plantas de algoddo, e tende a ser aéreo cotonoso em isolados
provenientes de plantas de soja.

O meio Suco V8 Agar proporciona maior taxa de crescimento para todos
os isolados de C. cassiicola avaliados.

N&o ha diferencas na producéo de conidios de C. cassiicola em relagédo ao
meio de cultura quando os isolados foram provenientes de plantas de algod&o. Por outro
lado, a producgéo de conidios de C. cassiicola em isolados oriundos de plantas de soja &
equivalente ou maior quando cultivados em meio Suco V8 Agar.

Os conidios de C. cassiicola apresentam grande variabilidade nas

caracteristicas morfologicas em relacéo aos diferentes isolados e ao meio de cultivo.



48

5 ARTIGO B: INFLUENCIA DO NUMERO DE LESOES QUANTO A POSICAO DE
TRIFOLIOS NA INFECCAO DE C. CASSIICOLA EM GENOTIPOS DE SOJA

7.1 RESUMO

A crescente epidemia de mancha alvo pode limitar a producdo de soja. Portanto, o
conhecimento de aspectos epidemiologicos é indispensavel no manejo da doenca. O
estudo objetivou determinar a severidade e o periodo de incubacdo de isolados de C.
cassiicola em cultivares de soja, além de verificar a influéncia da posi¢éo dos trifélios quanto
a suscetibilidade a mancha alvo. O ensaio foi conduzido no Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parand — IAPAR - EMATER, Londrina-PR, em condi¢cées controladas. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados em arranjo fatorial 8 x 8,
com cinco repeticbes. O primeiro fator refere-se aos seguintes isolados: ISO 1A, I1SO 2A,
ISO 3A, ISO 1S, ISO 2S, ISO 3S, ISO 4S e ISO 11S. O segundo fator refere-se aos
cultivares: BMX Elite IPRO, BMX Forca RR, BMX Garra IPRO, BMX Ponta IPRO, BMX
Poténcia RR, BRS 284, NA 5909 RG e SYN 1562 IPRO. Quando as plantas estavam no
estadio fenoldgico V4, foi aplicada a suspenséao fungica de cada isolado (concentracdo de
2 x 10*conidios mL™?). Para cada combinacéo de isolado e cultivar de soja, apés 12 dias da
inoculacao, foram quantificados o niimero de lesdes (severidade da doenca) em 4 cm? por
foliolo nos trés trifélios de cada planta. O periodo de incubacao (PI) foi determinado pela
seguinte formula: Pl = (n° de dias para estabilizacdo/ 2) + 1, sendo a estabilizacéo
determinada pelo tempo decorrido da inoculagéo até o momento em que nao surgiram nova
lesdes. Os dados obtidos foram analisados por meio da transformacao de classificacéo
alinhada (ART), com médias comparadas pelo teste Tukey (p< 0,05) quando constatadas
diferencas significativas. Nao foi constatada interacdo significativa entre isolados C.
cassiicola e cultivares de soja, para numero de lesdes por foliolo e periodo de incubacéo.
O isolado ISO 4S proporcionou o0 maior numero de lesdes nos foliolos, resultando em maior
severidade da doenca nas plantas. As menores quantidades de lesdes foram ocasionadas
pelos isolados ISO 2A, ISO 2S e ISO 11S. A menor ocorréncia de lesdes foi verificada nos
cultivares BMX Poténcia RR, BMX Forca RR e NA 5909 RG, por outro lado, 0 maior nUmero
de lesdes foi observado no cultivar BMX Elite IPRO, indicando maior suscetibilidade deste
cultivar a mancha alvo. A quantidade de lesdes ocasionadas pelos diferentes isolados de
C. cassiicola variou conforme a posicao nas plantas, sendo maior no trifélio inferior e menor
no trifélio superior das plantas. Diferencas do Pl entre isolados de C. cassiicola foram
constatadas nos trifélios inferiores e medianos das plantas, com maior Pl verificado para
ISO 4S em ambos os trifélios, enquanto o menor Pl ocorreu para ISO 1A, ISO 3A, ISO 2A
no trifélio inferior e ISO 11S e ISO 1S no trifélio mediano. Para cultivares a diferenca no Pl
ocorreu apenas no trifélio inferior, sendo o maior e menor Pl contatados para BMX Elite
IPRO e BRS 248, respectivamente. De modo geral, o trifélio superior das plantas
proporcionou o menor Pl enquanto o trifélio inferior o maior Pl. Este estudo demonstrou que
a severidade e Pl de mancha alvo séo influenciados pelos isolados de C. cassiicola,
cultivares e a posicao do trifélio nas plantas de soja.

Palavras-chave: Glycine max; mancha alvo; posicéo de trifolio; periodo de incubacéo.
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7.2 ABSTRACT

The growing epidemics of target spot may limit the production of soybean. Epidemiological
aspects are of utmost importance for the management of the disease. The study aimed at
determine the severity and incubation period of C. cassiicola isolates in soybean cultivars,
in addition to determine the influence of the position of the trifoli on susceptibility to the target
spot. The study was conducted at the Instituto de Disinvolvement Rural do Parané - IAPAR-
EMATER, Londrina-PR, under controlled conditions. The experimental design used was of
randomized blocks with 8 x 8 factor arrangement, and five replications. The first factor
towasto the following isolates: ISO 1A, ISO 2A, ISO 3A, ISO 1S, ISO 2S, ISO 3S, ISO 4S
and ISO 11S. The second factor refers to cultivars BMX Elite IPRO, BMX Forca RR, BMX
Garra IPRO, BMX Ponta IPRO, BMX Poténcia RR, BRS 284, NA 5909 RG and SYN 1562
IPRO. When the plants were in phenological stage V4, the fungal suspension of each isolate
was applied (concentration of 2 x 10 mL™* coniders). For each combination of isolate and
soybean cultivar, after 12 days of inoculation, the number of lesions (severity of the disease)
was quantified in 4 cm? per folio in the three tripholi of each plant. The incubation period (IP)
was determined by the following formula: Pl = (number of days for stabilization/ 2) + 1, the
stabilization being determined by the time elapsed from inoculation until the moment when
no new lesions appeared. The data obtained were analyzed by means of the aligned
classification transformation (ART), with means compared by the Tukey test (p< 0.05) when
significant differences were found. No significant interaction between C. cassiicola isolates
and soybean cultivars was found for number of lesions per folio and incubation period. The
ISO 4S isolate provided the highest number of foliar lesions, resulting in greater severity of
the disease in plants. The smaller amounts of lesions were caused by ISO 2A, ISO 2S and
ISO 11S isolates. The lowest occurrence of lesions was verified in the cultivars BMX
Poténcia RR, BMX Forca RR and NA 5909 RG, on the other hand, the highest number of
lesions was observed in the cultivar BMX Elite IPRO, indicating greater susceptibility of this
cultivar to the target spot. The amount of lesions caused by different isolates of C. cassiicola
varied according to the position in the plants, being higher in the lower trifolium and lower in
the upper trifolii of the plants. Differences in Pl between isolates of C. cassiicola were found
in the lower and median plant trifolii, with a higher PI found for ISO 4S in both trifolii, while
the lowest PI occurred for ISO 1A, ISO 3A, ISO 2A in the lower trifolii and ISO 11S and ISO
1S in the median trifolii. For cultivars the difference in Pl occurred only in the lower trifolii,
being the highest and lowest Pl contacted for BMX Elite IPRO and BRS 248, respectively.
In general, the upper trifolium of plants provided the lowest IP while the lower trifolium
provided the highest IP. This study demonstrated that the severity and target spot Pl are
influenced by C. cassiicola isolates, cultivars and the position of the trifolium in soybean
plants.

Keywords: Glycine max; target spot; position of trifolii; incubation period.
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7.3 INTRODUCAO

A mancha alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk. & M.A.
Curtis) C.T. Wei, foi relatada na cultura da soja (Glycine max [L.] Merril) em territorio
brasileiro pela primeira vez no estado do Parand, e posteriormente no estado de S&o Paulo
(ALMEIDA et al., 1976a).

Considerada uma doenca com menor importancia na cultura da soja, a
mancha alvo nas Ultimas décadas ressurgiu como uma doenca endémica devido ao
aumento da monocultura, utilizacao de cultivares suscetiveis e diminui¢do da sensibilidade
do patodgeno aos fungicidas (XAVIER et al., 2013; GODOQY et al., 2020).

Godoy et al. (2016b) relataram na cultura da soja uma reducdo na
produtividade de até 35% em cultivares suscetiveis a mancha alvo, enquanto Molina et al.,
(2019b) mencionam perdas de até 40% em produtividade.

Os sintomas foliares da mancha alvo tém inicio como pequenas
pontuacdes pardas com halo amarelo, evoluindo para grandes manchas circulares, de
coloracdo castanho-claro a escuro, com anéis concéntricos de até 2 cm de diametro
(SNOW; BERGGREN, 1989; ALMEIDA et al. 2005). Podem se apresentar manchas em
maior numero, mas pequenas com 1 a 3 mm de diametro (GODOY et al., 2020).

De acordo com Almeida et al. (2005), cultivares de soja suscetiveis podem
sofrer severa desfolha, com manchas na haste e nas vagens. A infeccdo ocorre em
temperaturas de 20 a 30 °C com umidade relativa de 80% (SINCLAIR, 1989). Em condi¢des
de campo, os sintomas da doenca séo observados no inicio dos estagios reprodutivos, com
o fechamento das entrelinhas (ALMEIDA et al., 2005; TERAMOTO et al., 2013a).

Segundo Mesquini (2012), a severidade de mancha alvo pode afetar até
37% do estrato inferior da planta sem reduzir a producédo de uma cultivar suscetivel, devido
a baixa contribuicdo deste estrato da planta na formacdo e enchimento da semente. No
entanto, a doenca causa reducdo na producdo quando ocorre no estrato médio da planta,
devido a esta regido ter grande interceptacao de luz e maior contribuicdo na formacéo e
enchimento da semente (SAKAMOTO; SHAW, 1967).

O uso de produtos quimicos é a principal forma de controle de doencas
foliares (BOLLER; FORCELINI; HOFFMANN, 2007). Em muitos casos é a Unica medida

eficiente e economicamente viavel para garantir uma alta producao. Porém, o uso excessivo
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ou em doses inadequadas de defensivos pode acarretar, a longo prazo, no surgimento de
fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas (NEGRI et al., 2012).

Além disso, a aplicacdo excessiva de produtos quimicos nas lavouras pode
causar impactos negativos ao ambiente, como poluicdo de cursos d’agua e declinio de
polinizadores (LUCHINI; ANDREA, 2000), bem como deixar residuos indesejaveis nos
alimentos, seja por deriva ou por ndo respeitar o periodo de caréncia (MOREIRA et al.,
2002).

Desta maneira, a busca por formas alternativas de controle a serem
integradas ao manejo da doenca é desejavel. A adocao de estratégias de manejo, como a
utilizacdo de cultivares de soja menos suscetiveis ao patdgeno pode ser uma alternativa
economicamente viavel e de menor impacto ambiental (HENNING et al., 2005).

A avaliacdo do progresso da doenca em plantas é fundamental para
estimar a importancia da doenca em diferentes regides geograficas (THEODORO;
MARINGONI, 2006). Parametros relacionados a resposta de um hospedeiro a infeccéo pelo
patdgeno, severidade e periodo de incubacé&o podem interferir na taxa de progresso da
epidemia (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).

O conhecimento dos parametros que influenciam no progresso da doenca,
resultantes da interacdo entre C. cassiicola e cultivares de soja, sdo fundamentais para
identificar a posicao do trifélio na planta que tem influéncia sobre a epidemia e recomendar
medidas de manejo.

Existe escassez de estudos que abordam a evolucdo da doenca com
diferentes isolados de C. cassiicola e cultivares de soja, relacionando com os parametros
epidemiologicos que determinam a progressao da doenca nos campos de cultivo. Assim,
este estudo objetivou determinar a severidade de mancha alvo e o periodo de incubacéo
de isolados de C. cassiicola em cultivares de soja, além de verificar a influéncia da posicéo

dos trifélios quanto a suscetibilidade a mancha alvo.

7.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Local de execucéao
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O experimento foi realizado sob condi¢des de casa de vegetacdo e camara
climatizada, no Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IAPAR-EMATER (IDR-

Parana), Londrina - PR.

7.4.2 Cultivares de soja utilizados

Os cultivares comerciais de soja utilizados neste estudo foram: Brasmax
Elite IPRO, Brasmax For¢a RR, Brasmax Garra IPRO, Brasmax Ponta IPRO, Brasmax
Poténcia RR, BRS 284, Nidera 5909 RG e SYN 1562 IPRO. Estas cultivares foram
selecionadas por apresentarem algum nivel de suscetibilidade a mancha alvo.

Sementes das cultivares de soja foram distribuidas em vasos de plastico
de 1 litro contendo solo peneirado (Latossolo Vermelho distroférrico). Foram adicionados 5
g do adubo quimico granulado, formulagdo 4-30-10 (N-P20s-K>0) em cada vaso. Apos a
semeadura o0s vasos foram mantidos em casa de vegetacao até o momento da inoculagéo

com os isolados de Corynespora cassiicola.

7.4.3 Isolados de Corynespora cassiicola

Foram utilizados oito isolados de C. cassiicola depositados na colecao do
laboratoério de Patologia de Sementes do IDR-Parana. Os isolados foram obtidos de lesdes
de plantas de algoddo (ISO 1 A;ISO2AelSO3A)esoja(ISO1S;ISO2S;ISO 3S;ISO
4S;1S0O 11 S), coletadas a campo na safra 2018/19. Procedeu-se a purificacdo dos isolados
por cultivo monosparico. Os isolados foram armazenados a 4 °C pelo método de Castellani.

Para a multiplicacdo de C. cassiicola, foi realizado o repique de cada
isolado para 50 placas de Petri (@ = 9 cm) contendo meio de cultura Suco V8 Agar (V8: 5 g
Lt Carbonato de célcio, 340 mL suco V8, 34 g L de agar) com estreptomicina (0,1%). As
placas foram mantidas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12/12 horas por 10 dias. Apds esse
periodo, as colbénias de C. cassiicola apresentaram abundante esporulacdo e foram

utilizadas como indculo.

7.4.4 Delineamento experimental
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O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados em
arranjo fatorial 8 x 8 (isolados de C. cassiicola x cultivares de soja), com cinco repeti¢coes.
Os blocos foram montados ao longo do tempo. A unidade experimental foi constituida de
dois vasos contendo uma planta cada.

7.4.5 Condi¢Oes de inoculagéo

A inoculacdo com C. cassiicola ocorreu quando os cultivares de soja
apresentavam estadio fenoldgico V4, caracterizado pela terceira folha trifoliolada
completamente desenvolvida (NEUMAIER et al., 2000). Para estimular a abertura dos
estdbmatos das plantas, cada vaso recebeu 1 g (grama) de ureia (CH4N,O), 24 horas antes
da inoculagéo.

Para cada isolado de C. cassiicola foi preparada suspenséao de conidios na
concentracdo de 2 x 10* conidios mL 1, na qual foi adicionado uma gota por litro de
espalhante adesivo Tween 20 e 0,4 gramas de gelatina sem sabor. O objetivo da adicéo
desses adjuvantes foi para melhorar a distribuicdo da suspenséao e adesédo do inéculo nos
foliolos de soja durante a inoculacdo. A inoculacdo ocorreu no periodo mais fresco do dia,
com auxilio de borrifador manual, a aspersao da suspenséao de conidios foi realizada sobre
as folhas de soja até o ponto de escorrimento.

Para favorecer a infeccéo do patdgeno, apos a inoculacéo, os vasos foram
transferidos para camara climatizada com temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de
85 a 90 % e fotoperiodo de 12/12 (claro/escuro), permanecendo nestas condi¢cdes por um
periodo de 48 horas. Decorrido este periodo, as plantas foram distribuidas aleatoriamente
dentro da camara climatizada e mantidas nas mesmas condicdes de temperatura e
fotoperiodo, contudo a umidade relativa foi ajustada para 80 + 10% até o término das

avaliacdes aos 20 dias apoés a inoculacdo (DAI).

7.4.6 Avaliacdes

As avaliacdes foram realizadas nos trés foliolos do 1°, 2° e 3° trifdlios,
totalizando nove foliolos por planta. Todos os foliolos avaliados estavam totalmente
expandidos no momento da inoculacdo. Os 1°, 2° e 3° trifdlios referem-se respectivamente
ao trifélio localizado na posi¢éo inferior, média e superior das plantas de soja no estagio
V4.
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Para cada combinacao isolado x cultivar foram avaliados a severidade (pelo
numero de lesGes presentes em 4 cm? nos foliolos) e o periodo de incubacéo (dias).

A quantificacdo do numero de lesdes no tecido foliar foi determinada pela
contagem de lesGes presentes dentro de uma area de 4 cm?, delimitada por um molde (2 x
2 cm?) com auxilio de uma caneta de tinta hidrogréafica permanente (0,4 mm) em todos os
foliolos. A quantificac@o das lesdes foi realizada a partir do terceiro DAI, durante um periodo
de 12 dias.

Para a determinacdo do periodo de incubacgdo foi registrado o tempo
decorrido desde a inoculacdo até 0 momento que cessou 0 aparecimento das lesdes nos
foliolos (estabilizacdo do numero de lesdes). A partir desta informacéo foi estimado o
periodo de incubacao (PI) pela seguinte equacao:

Pl = (n° de dias para estabilizacédo / 2) + 1,

Onde,

Pl & o periodo de incubacao expresso em dias.

O numero de lesdes presentes em 4 cm? e o periodo de incubacdo foram
registrados para cada trifdlio separadamente. Também foi considerada a planta como um

todo, por meio dos valores médios do 1°, 2° e 3° trifolios.

7.4.7 Andlises estatisticas

Os dados de numero de lesdes cm?? por trifélio e periodo de incubagéo
foram analisados utilizando a transformacéo de classificacdo alinhada (ART), utilizada para
analises fatoriais ndo paramétricas usando procedimentos ANOVA. Quando constatadas
diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados
foram submetidos as pressuposi¢cdes de normalidade dos erros e homogeneidade das
variancias, pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett (p>0,05), respectivamente. Os testes
estatisticos foram realizados com auxilio do software R 4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Les06es em diferentes trifélios de soja
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Quanto ao numero de lesBes, ndo foi constatada interacdo significativa
entre isolado e cultivar, para o 1°, 2° e 3° trifélios e média da planta (p= 0,70; 0,92; 0,86;
0,80, respectivamente). Por outro lado, houve diferenga significativa (p< 0,01) para o
namero de lesdes ocasionadas pelos diferentes isolados dentro de cada trifélio e nos
valores médios da planta como um todo (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Numero de lesdes 4 cm??! (média (soma dos postos)) nos 1°, 2° e 3° trifélios
de soja ap6s 12 dias da inoculagdo com diferentes isolados de Corynespora cassiicola,
Londrina - PR, 2020.

‘ Primeiro trifélio Segundo trifélio Terceiro trifélio Média
[18,02(208) a | [13,04(192) a | [9,15@212) a | (134213 a ]
1SO 4S5+ — E 2 L 3 L
12,01(171) ab
1S0 381
1SO 3A1
7.25(149) b
1S0 25+
14,33(132) b 10,06(118) b
1S0 2A+ -
7.32(162) b
1S0 181
16,06(160) ab 12,98(182) a 7,36(165) ab 12,13(172) ab
1S0 1A+
16,2(168) ab 11,24(149) ab 754(152) b 11,66(152) b)
1S0 1184 —— - B
14 15 16 17 18 19 10 15 2,5 5,0 7.5 10,0 125 10 15 20

Nimero de lesbes 4 cm?’ Namero de lestes 4 cm?! Nimero de lesbes 4 cm?’ Namero de lestes 4 cm?!

O maior numero de lesdes, no 1° trifélio foi ocasionado pelo isolado ISO
4S, com 18,02 lesdes por 4 cm??, diferindo do isolado ISO 2A que resultou em menor
namero de lesdes, 14,33 lesdes por 4 cm?!. Os demais isolados proporcionaram niveis
intermediarios de lesdes, variando de 15,06 a 16,20 lesées por 4 cm? 2,

No 2° trifélio, os isolados ISO 4S, ISO 1A e ISO 3S produziram 0s maiores
numeros de lesdes, 13,04; 12,98 e 12,81 lesdes por 4 cm??, respectivamente, diferindo do
ISO 2A que ocasionou a menor quantidade de lesées, 10,06 lesdes por 4 cm?,

Para o 3° trifélio, o isolado que proporcionou o maior numero de lesdes foi
0 IS0 4S, com 9,15 lesdes por 4 cm??, diferindo dos isolados ISO 2A, ISO 3A, ISO 2S, ISO
1S, ISO 3S e ISO 11S que resultaram em menores quantidades de les6es, apenas 6,77 a
7,54 les6es por 4 cm?2,

Ao analisar o niumero médio de lesdes na planta como um todo, verificou-
se que o isolado ISO 4S proporcionou o maior nimero de lesdes, 13,4 lesdes por 4 cm??,

resultando em maior severidade da doenca nas plantas. Por outro lado, as menores
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guantidades de lesGes foram ocasionadas pelos isolados ISO 2A, ISO 2S e ISO 11S,
variando de 10,39 a 11,66 lesGes por 4 cm?*. Os demais isolados ocasionaram severidade
de mancha alvo intermediérias (Figura 2.1).

De maneira geral, a maior quantidade de lesdes ocasionadas pelos
diferentes isolados de C. cassiicola foram na posicéo inferior das plantas, 1° trifélio, sendo
0 numero de lesGes variou de 14,33 a 18,02 por 4 cm?? de trifélio. Para a posicdo média
das plantas, 2° trifélio, a quantidade de lesGes situou-se entre 10,06 e 13,04. O menor
numero de lesées, 6,77 a 9,15 lesdes por 4 cm??, foi observado na posicédo superior das
plantas, 3° trifdlio. Nos trés trifdlios avaliados, os isolados ISO 4S e ISO 2A ocasionaram,
respectivamente, a maior e menor quantidade de lesGes em 4 cm?.

Foram observadas diferencas significativas no numero de lesbes
ocasionadas por C. cassiicola nos diferentes cultivares de soja, considerando o 1° trifélio
(p=0,02), 2° trifolio (p< 0,01) e 3° trifdlio (p= 0,03) (Figura 2.2).

Para o 1° trifélio, o menor nimero de lesbes (14,21 lesGes 4 cm??) foi
observado no cultivar BMX Poténcia RR, enquanto a maior quantidade de lesdes (17,56
lesdes 4 cm??) foi observado no cultivar BMX Elite IPRO. NUmeros intermediarios de lesdes
ocorreram nos demais cultivares de soja.

A quantidade de lesdes no 2° trifélio foi menor para os cultivares SYN 1562
IPRO, NA 5909 RG e BMX Poténcia RR, com 10,50; 10,80 e 10,90 lesGes 4 cm??,
respectivamente, diferindo do cultivar BMX Elite IPRO, no qual o maior nimero de lesées
(13,70 lesdes 4 cm??) foi observado.

Para o 3° trifélio, o menor nimero de lesées (7,10 lesGes 4 cm??) ocorreu
no cultivar BMX Garra IPRO, diferindo do cultivar com maior nimero de lesdes (8,00 lesdes
4 cm?1) BMX Elite IPRO.

Figura 2.2 - Nimero de lesGes 4 cm??! (média (soma dos postos)) nos 1°, 2° e 3° trifélios
de soja apods 12 dias da inoculagcdo com diferentes cultivares de soja inoculadas com

isolados de Corynespora cassiicola, Londrina - PR, 2020.
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‘ Primeiro frifélio Segundo trifélio Terceiro trifolio Média
15,38(154) ab 10,5(131) b) [7.7(163) ab 11,19(147) ab]
SYN 1562+ —r— —— ——
15,1(148) ab 11,23(145) b
NA 5909+
16,79(180) ab 7.7(178) ab
BRS 284- li
. 10,9(140) b 7(143) ab 10,69(133) b
BMX POTENCIA
12,3(173) ab
BMX PONTA-
16,68(176) ab 12,3(173) ab 7,1(139) b 12,02(168) ab
BMX GARRA<
BMX FORCA+
13,7(209) a 8(188) a 13,1(207) a
BMX ELITE-
14 15 16 17 18 10 11 12 13 14 6,5 7,0 7.5 8,0 10 1 12 13

Namero de lestes 4 cm?! Namero de lestes 4 cm?! Nimero de lestes 4 cm?! Nimero de lestes 4 cm?!

Ao considerar o numero medio de lesdes na planta como um todo, foi
possivel verificar uma menor ocorréncia de lesées, entre 10,69 e 11,23 lesdes por 4 cm??,
nos cultivares de soja BMX Poténcia RR, BMX For¢ca RR e NA 5909 RG, indicando menor
severidade da doenca nesses cultivares. Por outro lado, o maior nimero de lesbes, 13,10
lesbes por 4 cm?!, foi observado no cultivar BMX Elite IPRO, indicando maior
suscetibilidade deste cultivar a mancha alvo. Niveis intermediarios de severidade ocorreram
nos demais cultivares (Figura 2.2).

Em todos os cultivares, a maior quantidade de lesGes ocasionadas por C.
cassiicola ocorreu na posicao inferior das plantas, 1° trifélio, entre 14,21 a 17,56 lesdes por
4 cm??, O numero de lesGes na posi¢do média das plantas, 2° trifélio, situou-se entre 10,50
e 13,70 lesGes por 4 cm?1. A menor ocorréncia de lesdes, 7,10 a 8,00 lesdes por 4 cm??,
foi observada na posicdo superior das plantas. Para os trés trifolios avaliados, a maior
ocorréncia de lesbes sempre foi verificada para o cultivar BMX Elite IPRO, enquanto no 1°

e 2° trifélios o cultivar BMX Poténcia RR apresentou a menor quantidade de lesées.

7.5.2 Periodo de Incubacéo (PI)

N&o houve interacdo no periodo de inubacédo (PI) entre isolado de C.
cassiicola e cultivar de soja, para o 1° 2° e 3° trifdlios (p= 0,59; 0,51 e 0,85,
respectivamente). Diferencas significativas no Pl foram verificadas para isolados de C.
cassiicola inoculados no 1° e 2° trifélios (p< 0,01), ndo sendo possivel constatar diferencas
para o 3° trifélio (p= 0,12). Entretanto, diferencas significativas no Pl dos isolados de C.

cassiicola entre diferentes cultivares de soja foram verificadas apenas para o 1° trilfélio (p=
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0,03) (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Periodos de incubacao nos 1°, 2° trifélios de soja apds 12 dias da inoculacéo
com diferentes isolados de Corynespora cassiicola, sob condi¢bes de camara climatizada
(temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de 80 = 10% e fotoperiodo de 12 horas,

claro/escuro).

Isolados Primeiro trifélio Isolados  Segundo trifélio | Cultivar  Primeiro trifélio
(5,05(204) a (4,76(200) a | 4.73(142) ab
IS0 48 1 —_— SYN 15624
4,82(154) abc 4,7(171) ab 4,97(174) ab
1SO 3§ — 1 —_— NA 5908 1
(4,72(128) ¢ 4,6(164) ab 4,69(129) b
IS0 3”1 —@— 1 —_— BRS 284 ——@——
5,01(189) ab (4,85(167) ab . 4,85(154) ab
1SO 28 — 1 —_— BMX POTENCIA - —
4,78(143) bc 4,62(155) ab 4,89(168) ab
1SO 2A ; 1 ; BMX PONTA
4,92(167) abc [4.5(138) b 4,8(147) ab
1SO 18 | —— BMX GARRA-
4,7(127) ¢ 4,59(155) ab 4,95(175) ab
1SO 1A 1 BMX FORGA-
448(135) b 5.05(195) a
1SO 118 1 BMX ELITE
47 4.8 4.9 5.0 51 44 45 46 47 48 46 47 4.8 49 5.0 51
Periodo de incubagéo (Dias) Periodo deincubagéo (Dias) Periodo deincubacéo (Dias)

No 1° trifélio, o maior PI, 5,05 dias, foi observado para o isolado 1SO 4S,
diferindo dos isolados ISO 1A, ISO 3A e ISO 2A, que apresentaram os menores PI, 4,70 a
4,78 dias. De modo semelhante ocorreu para o 2° trifdlio, novamente verificou-se maior PI,
4,76 dias, para o isolado ISO 4S. Entretanto, os menores Pl foram observados para os
isolados I1ISO 11S e ISO 1S, com 4,48 e 4,51 dias, respectivamente. O Pl dos diferentes
isolados de C. cassiicola variou entre 4,20 e 4,45 dias, 4,48 e 4,76 dias e 4,70 e 5,05 dias,
para o 3°, 2° e 1° trifdlios, respectivamente.

No 1°trifolio, o maior Pl de C. cassiicola ocorreu no cultivar BMX Elite IPRO,
5,05 dias, e o menor PI foi constatado no cultivar BRS 248, 4,69 dias. Nos demais cultivares
verificou-se Pl intermediarios, 4,73 a 4,97 dias. O Pl de C. cassiicola nos diferentes
cultivares variou de 4,23 a 4,46 dias, 4,51 a 4,80 dias e 4,69 a 5,05 dias, para o 3°, 2° e 1°

trifélios, respectivamente.

7.5.3 DISCUSSAO

Neste estudo néo foi observada interagéo entre cultivar de soja e isolado
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de C. cassiicola, o que difere de resultados apresentados por Teramoto et al. (2013a). Os
autores verificaram interagdes significativas entre isolados brasileiros de C. cassiicola e
doze cultivares de soja, porem foram utilizadas no estudo outras cultivares de soja e
isolados do patdgeno Teramoto et al. (2013a). A ndo similaridade entre este estudo e o
conduzido por Teramoto et al. (2013a) provavelmente seja devido a variabilidade que o
patdgeno apresenta (DIXON et al., 2009).

Isolados de C. cassiicola proporcionaram severidade e periodo de
incubacao (PI) diferenciada da doenca sobre os cultivares de soja, corroborando o descrito
por Dixon et al. (2009). Isolados resultaram em diferentes niveis de patogenicidade em
plantas de soja Dixon et al. (2009). Além disso, nesse trabalho, foi constado que os isolados
possuiam variabiliadade genética.

O plantio continuo de cultivares suscetiveis permite grande multiplicacao
de C. cassiicola. Sob presséo de selecéo execida por diferentes ambientes de producéo de
soja, e aliado ao uso de fungicidas de baixa eficiéncia, contribuem para a selecdo de
isolados mais agressivos (XAVIER et al., 2013). Esse processo de selecdo contribui para a
variabilidade genética que consequentemente podem resultar em diferencas na
patogenicidade observada em diferentes cultivares de soja.

A quantificacdo da doenca € considerada uma das fases mais importantes
em um programa de manejo de doencas de plantas (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).
Cultivares de soja menos suscetiveis a mancha alvo podem ser selecionados para estudos
futuros ou até mesmo utilizados em programas de manejo integrado para doencas em
diversas regides agricolas, conforme proposto por Snow; Berggren (1989); Sinclair (1989)
e Almeida et al., (2005).

Os cultivares que apresentaram menor niumero de lesdes de mancha alvo,
NA 5909 RG, BMX Poténcia RR e BMX Forca RR, ou maior periodo de incubacédo, BMX
Elite IPRO, podem ser utilizadas pelos agricultores em algumas regides, juntamente com a
adocao de outras taticas de manejo, para diminuir a severidade da doenca.

Muliterno de Melo (2009), em suas avaliacdes da reacdo de cultivares a
mancha alvo, determinou o numero e diametro de lesGes apenas para o foliolo central.
Neste estudo as avaliacGes foram realizadas nos trés foliolos 1°, 2 © e 3 © trifélios, com
finalidade de obter dados mais precisos quanto a reacéo de cultivares a mancha alvo.

Além da temperatura, a posicao das folhas pode influenciar a incidéncia e
expansdo das lesdes de mancha alvo, em diferentes patossistemas (ECKHARDT,;
STEUBING; KRANZ, 1984). Foi verificado para os diferentes isolados de C. cassiicola,
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maior ocorréncia das lesbes na posicéo inferior da planta, 1° trifélio, em todos os cultivares
de soja testados. Esses resultados corroboram com outros estudos que verificaram a
ocorréncia da mancha alvo nos estratos inferiores da planta (KUROZAWA et al., 2005;
EMBRAPA, 2000). Corner et al. (2013) também relatam que, em condi¢bes de campo, a
mancha alvo surge inicialmente no estrato inferior da planta, sendo a parte mais afetada.

Provavelmente, a maior ocorréncia dos sintomas da doenca nos trifélios
inferiores das plantas de soja seja devido ao microclima ideal formado neste estrato da
planta. Diversos autores relatam que o fungo pode incidir em qualquer estadio da cultura.
Entretanto a sua incidéncia é mais comum ap6s o fechamento do dossel, levando a menor
incidéncia de radiagdo solar e maior umidade relativa (KUROZAWA; PAVAN, 2005;
AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

O periodo de incubacdo é uma variavel epidemiolégica importante, pois
influencia a velocidade com que ocorrem os ciclos da doenca (BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 2003; BERGAMIN FILHO; KRANZ, 1996).

O PI dos isolados de C. cassiicola nos diferentes cultivares de soja variou
de 4 a 5 dias, sob condicfes controladas, temperatura de 26 + 1 °C; umidade relativa de 80
+ 10% e fotoperiodo de 12 horas. Para o0 mesmo patdgeno e espécie vegetal, Seaman et
al. (1965) relataram que os sintomas de mancha alvo, em condi¢cfes de estufa, apareceram
entre 7 a 10 dias em plantas de soja inoculadas e com umidade livre na folhagem, em
condi¢cdes de casa de vegetacao. Essa diferenca no Pl pode ser decorrente das diferentes
condicbes em que as plantas inoculadas foram submetidas, sobretudo em relacdo a
temperatura e ao fotoperiodo.

Neste estudo foi possivel verificar que o Pl € menor no trifdlio superior e
maior no trifélio inferior das plantas de soja. O mesmo foi constatado para o
Pseudocercospora fuligena em plantas de tomate na qual folhas de 7 semanas tinham um
maior Pl de patdogeno em relacéo as folhas de 1 a 5 semanas (MERSHA; ZHANG; HAU,
2014).

Diversas espécies de plantas aumentam sua resisténcia ou tolerancia aos
patégenos conforme envelhecem. Esse fendmeno € conhecido como resisténcia
relacionada a idade (DEVELEY-RIVIERE; GALIANA, 2007). Mersha e Hau (2011)
demonstraram que tecidos foliares de feijdo mais jovens sdo mais suscetiveis a ocorréncia
de Uromyces appendiculatus.

O menor Pl ou maior suscetibilidade pode estar relacionado com a

capacidade do tecido foliar em sintetizar compostos de defesa. Durante o envelhecimento
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do tecido foliar ocorre o acumulo de fendis e proteinas, constituindo em uma barreira
guimica que torna os tecidos mais velhos menos propensos ao desenvolvimento dos
patdgenos (HUGOT et al., 2004). Na cultura da videira, as folhas mais jovens apresentaram
suscetibilidade ligeiramente maior do que as folhas mais velhas a infeccdo por oidio
(STEIMETZ et al., 2012). As folhas jovens suscetiveis eram aquelas que ainda agiam como
orgdos drenos (STEIMETZ et al., 2012).
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5.6 CONCLUSOES

A severidade e o periodo de incubacdo (Pl) para a mancha alvo sao
influenciados pelo isolado de C. cassiicola, cultivar de soja e posi¢do do trifélio na planta.

Isolados de C. cassiicola podem ocasionar maior (ISO 4S) ou menor (ISO
2A, 1SO 2S e ISO 11S) severidade de mancha alvo.

N&o existem cultivares resistentes, porém, menor severidade da doenca
ocorre nos cultivares BMX Poténcia RR, BMX For¢ga RR e NA 5909 RG, enquanto maior
suscetibilidade é verificada para o cultivar BMX Elite IPRO.

O maior periodo de incubacdo (Pl) para os isolados de C. cassiicola
avaliados ocorre no cultivar BMX Elite IPRO e o menor no cultivar BRS 248. Independente
do cultivar avaliado o periodo de incubacéo (PI) tende a ser maior para o isolado I1SO 4S.

A quantidade de lesdes ocasionadas pelos diferentes isolados de C.
cassiicola € maior no trifdlio inferior e menor no trifélio superior das plantas. De modo
semelhante ocorre para o periodo de incubacao (Pl), sendo este periodo maior no trifélio

inferior e menor no trifélio superior das plantas de soja.
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6 ARTIGO C: INCIDENCIA E CARACTERIZACAO DE LESOES DE MANCHA ALVO EM
FOLHAS UNIFOLIOLADAS, PECIOLOS E HASTE DE PLANTAS DE SOJA

8.1 RESUMO

O objetivo do estudo foi classificar os diferentes tipos de lesdes foliares de mancha alvo, e
guantificar sua incidéncia em tecidos vegetais de cultivares comerciais de soja, infectados
por diferentes isolados de C. cassiicola. O experimento foi conduzido no Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parand - IAPAR-EMATER, Londrina-PR, sob condi¢cdes
controladas. O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados em arranjo
fatorial 8 x 8, sendo oito isolados de C. cassiicola e oito cultivares de soja, e com quatro
repeticdes. As plantas de soja foram inoculadas no estadio fenolégico V4, por asperséo
sobre os foliolos de suspensao flingica de cada isolado na concentracéo de 2 x 10*conidios
mL-1, e transferidas para camara climatizada. Para cada combinacgéo de isolado e cultivar
de soja, foi feita a classificacéo de lesdes de mancha alvo, atribuindo notas para cada tipo
de sintoma observado. A incidéncia de lesdes nos tecidos vegetais foi realizada 10 dias
apos a inoculacao, registrando a presenca de lesdes nas folhas unifolioladas, peciolos e
haste. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, com médias comparadas
pelo teste de Tukey (p< 0,05). Cinco padrdes de lesdes foram observados, variando de
peqguenas manchas necroticas com halos pouco evidentes a grandes manchas necroticas
com grandes halos cloroticos. Sintomas mais severos e capazes de ocasionar desfolha
ocorreram para as plantas inoculadas com os isolados ISO 1S, ISO 4S e ISO 11S nos
cultivares BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO e Nidera 5909 RG. As plantas dos
demais cultivares inoculados com os outros isolados de C. cassiicola apresentaram em
notas abaixo de trés. A maior frequéncia de trifélios lesionados foi verificada para a posi¢cao
superior e inferior (3° e 1° trifélio) das plantas de soja. Lesdes em cotilédones, folhas
unifolioladas, peciolos e haste das plantas ocorreram em todos os cultivares avaliados
neste estudo. Nao houve interacdo entre isolado de C. cassiicola e cultivar de soja em
relacéo a presenca de lesdes nas folhas unifolioladas, peciolos e haste. Houve diferencas
significativas para frequéncia de lesGes nos peciolos entre os isolados; e frequéncia de
lesdes nas hastes para os cultivares de soja. O isolado ISO 4S ocasionou maior incidéncia
de lesdes nos peciolos em relacdo aos isolados ISO 2A e ISO 2S. Maior incidéncia de
lesbes em haste foi observada nos cultivares BMX Poténcia RR e BMX Forca RR em
relacédo ao cultivar BMX Elite IPRO. As inoculacdes dos demais isolados de C. cassiicola e
nos outros cultivares de soja, resultaram em incidéncias intermediarias. A incidéncia de
lesdes nos peciolos, ocasionadas por C. cassiicola, aumentou conforme diminuiu a altura
em que o peciolo era inserido na haste principal.

Palavras-chave: Corynespora cassiicola, Glycine max, incidéncia, tecidos vegetais,
posicéo de trifdlio.
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8.2 ABSTRACT

The objective of the study was to classify the different types of leaf lesions of target spot,
and quantify their incidence in plant tissues of commercial soybean cultivars, infected by
different isolates of C. cassiicola. The experiment was conducted at the Instituto de
Disinvolvement Rural do Parand - IAPAR-EMATER, Londrina-PR, under controlled
conditions. The experimental design used was a randomized block design with an 8 x 8
factorial arrangement, with eight C. cassiicola isolates and eight soybean cultivars, and four
repetitions. Soy plants were inoculated at the V4 phenological stage by sprinkling fungal
suspension of each isolate on the leaflets at a concentration of 2 x 10* conidia mL*? and
transferred to an air-conditioned chamber. For each combination of isolate and soybean
cultivar, the classification of target spot lesions was made, assigning grades for each type
of symptom observed. The incidence of lesions on plant tissues was performed 10 days
after inoculation, recording the presence of lesions on the unifoliate leaves, petioles and
stem. The data obtained were submitted to variance analysis, with means compared by
Tukey's test (p< 0.05). Five patterns of lesions were observed, ranging from small necrotic
spots with inconspicuous halos to large necrotic spots with large chlorotic halos. The most
severe symptoms capable of causing defoliation occurred for plants inoculated with isolates
ISO 1S, ISO 4S, and ISO 11S on BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO, and Nidera
5909 RG. The plants of the other cultivars inoculated with the other isolates of C. cassiicola
showed in scores below three. The highest frequency of lesioned trefoils was observed for
the upper and lower position (3rd and 1st trefoil) of soybean plants. Lesions on cotyledons,
unifoliolate leaves, petioles and stem of the plants occurred in all cultivars evaluated in this
study. There was no interaction between C. cassiicola isolate and soybean cultivar regarding
the presence of lesions on the unifoliolate leaves, petioles and stem. There were significant
differences for frequency of lesions on petioles among isolates; and frequency of lesions on
stems for soybean cultivars. The isolate ISO 4S caused higher incidence of stem lesions
compared to isolates ISO 2A and ISO 2S. Higher incidence of stem lesions was observed
in the cultivars BMX Poténcia RR and BMX Forca RR compared to the cultivar BMX Elite
IPRO. Inoculations of the other isolates of C. cassiicola and on the other soybean cultivars
resulted in intermediate incidences. The incidence of petiole lesions caused by C. cassiicola
increased as the height at which the petiole was inserted into the main stem decreased.

Keywords: Corynespora cassiicola, Glycine max, incidence, plant tissues, trifolii position.
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8.3 INTRODUCAO

A mancha alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk. & M.A.
Curtis) C.T. Wei, tornou-se uma importante doenca foliar que afeta a producéo de soja no
Brasil e no mundo (FARR; ROSSMAN, 2019).

O fungo sobrevive em sementes infectadas e restos -culturais,
principalmente em pousio durante pelo menos dois anos (ALMEIDA et al., 2001), atuando
como fonte primaria de indculo para novas epidemias. O patégeno também pode sobreviver
em caule e raizes sob a forma de clamiddsporos (OLIVEIRA et al., 2012).

O tratamento de sementes, pulverizacéo foliar com fungicidas e rotacéo de
culturas séo as estratégias de controle mais utilizadas para o manejo da doenga (ALMEIDA
et al., 2005). Porém, epidemias de mancha alvo tém sido frequentes em muitas regides de
cultivo de soja no Brasil devido a auséncia de cultivares resistentes e isolados resistentes
a fungicidas (GODOQY et al., 2012; TERAMOTO et al., 2013a).

As infeccdes foliares séo favorecidas pela presenca de agua livre nas
folnas e umidade relativa do ar acima de 80% (SNOW; BERGGREN, 1989). Sob este
ambiente propicio, forma-se um tubo germinativo, com posterior penetracdo no tecido
hospedeiro (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

O patégeno libera na planta hospedeira uma toxina, denominada
"cassiicolin”, que mata tecidos adjacentes no local da infec¢do. Esta toxina € essencial para
0 estabelecimento inical e patogenicidade do fungo (BRETON et al., 2000). Em ambiente
com elevada umidade e temperaturas de 22 a 30°C, os sintomas aparecem 5-7 dias apos
a infeccdo (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

Os sintomas tipicos de mancha alvo nas folhas sdo pequenas lesdes
circulares de cor marrom com halo amarelo bem desenvolvido. A coalescéncia das lesbes
ocorre a medida que as manchas se expandem (ALMEIDA et al., 2005).

Além de sintomas nos tecidos foliares, o fungo pode causar apodrecimento
nas raizes, vagens, lesdes nos caules e infectar as sementes (RAFFEL et al., 1999).
Entretanto, o patdbgeno é um representante tipico do grupo que reduz a area fotossintética
da folha devido aos sintomas que produz, acelerando o processo natural de senescéncia
da folha (BOOTE et al., 1983; BEDENDO, 1995a).
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Godoy et al. (2016b) relataram na cultura da soja uma reducdo na
produtividade de até 35% em cultivares suscetiveis & mancha alvo, enquanto Molina et al.,
(2019b) mencionam perdas de até 40% na produtividade.

Segundo Mesquini (2012), a severidade de mancha alvo pode afetar até
37% do estrato inferior da planta sem reduzir a producao de uma cultivar suscetivel, devido
a baixa contribuicdo deste estrato da planta na formacdo e enchimento da semente. No
entanto, a doenca causa reducdo na producdo quando ocorre no estrato médio da planta,
devido esta area ter grande interceptacdo de luz e maior contribuicdo na formacdo e
enchimento da semente (SAKAMOTO, SHAW, 1967).

Existe uma caréncia de estudos que classifiquem e descrevam como 0s
sintomas progridem em plantas de soja. Acredita-se que 0s sintomas podem variar em
funcado do isolado de C. cassiicola ou do hospedeiro em que se estabelece o processo da
doenca. Essa variacao pode resultar em uma maior ou menor quantidade de area foliar
afetada, que por sua vez pode influenciar na velocidade com que a folha senesce e
consequentemente nos danos a producado. Além disso, lesbes presentes em peciolos
também podem resultar em antecipacao de senescéncia foliar, com consequente desfolha.

O presente estudo teve como objetivo classificar os diferentes tipos de
lesbes foliares da mancha alvo da soja, e quantificar sua incidéncia em cultivares

comerciais de soja infectados por diferentes isolados de C. cassiicola.

8.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Local de execucédo

O experimento foi conduzido sob condicdes de casa de vegetacdo e

camara climatizada, no Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IAPAR-EMATER

(IDR - Parana), Londrina, PR.

8.4.2 Cultivares de soja e isolados de Corynespora cassiicola utilizados

Os cultivares comerciais de soja Brasmax Elite IPRO, Brasmax Forca RR,
Brasmax Garra IPRO, Brasmax Ponta IPRO, Brasmax Poténcia RR, BRS 284, Nidera 5909
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RG e SYN 1562 IPRO. Estas cultivares foram selecionadas por apresentarem algum nivel
de suscetibilidade a mancha alvo.

Sementes das cultivares de soja foram distribuidas em vasos de 1 litro
contendo solo peneirado (Latossolo Vermelho distroférrico). Foram adicionados 5 g do
adubo quimico granulado, formulacdo 4-30-10 (N-P.0Os-K>O) em cada vaso. Apés a
semeadura os vasos foram mantidos em casa de vegetacao até o momento da inoculacdo
com os isolados de Corynespora cassiicola.

Foram utilizados oito isolados de C. cassiicola depositados na colecao do
laboratorio de Patologia de Sementes do IDR-Parana. Os isolados foram obtidos de les6es
de plantas de algoddo (ISO 1 A;ISO2AelSO3A)esoja(ISO1S;ISO2S;ISO 3S;ISO
4 S;1S0 11 S), coletadas a campo na safra 2018/19. Procedeu-se a purificacdo dos isolados
por cultivo monosparico. Os isolados foram armazenados a 4 °C pelo método de Castellani.

Para a multiplicacdo de C. cassiicola, foi realizado o repique de cada
isolado para 50 placas de Petri (@ = 9 cm) contendo meio de cultura Suco V8 Agar (5 g L
Carbonato de célcio, 340 mL suco V8, 34 g L de 4gar) com estreptomicina (0,1%). As
placas foram mantidas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12/12 horas por 10 dias. Apds esse
periodo, as colbénias de C. cassiicola apresentaram abundante esporulacdo e foram

utilizadas como indculo.

8.4.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados em
arranjo fatorial 8 x 8, (isolados de C. cassiicola x cultivares de soja), com quatro repeticoes.
Os blocos foram montados ao longo do tempo. A unidade experimental foi constituida de

dois vasos contendo uma planta cada.

8.4.4 Condicdes de inoculacéo

A inoculacdo com C. cassiicola ocorreu quando os cultivares de soja
apresentavam estadio fenolégico V4, caracterizado pela terceira folha trifoliolada
completamente desenvolvida (NEUMAIER et al., 2000). Para estimular a abertura dos
estbmatos das plantas, 24 horas antes da inoculacdo, cada vaso recebeu 1 g (grama) de
ureia (CH4N,;0).
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Para cada isolado de C. cassiicola foi obtida uma suspensao de conidios
na concentracédo de 2 x 10* conidios mL %, na qual foi adicionado uma gota por litro de
espalhante adesivo Tween 20 e 0,4 gramas de gelatina sem sabor, para melhorar a
distribuicdo da suspenséao e adesdo do indculo nos foliolos de soja durante a inoculacéo. A
inoculagdo ocorreu no periodo mais fresco do dia, com auxilio de borrifador manual, a
aspersédo da suspenséo de conidios foi realizada sobre as folhas de soja até o ponto de
escorrimento.

Para favorecer a infeccéo do patdgeno, apés a inoculacéo, os vasos foram
transferidos para camara climatizada com temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de
85 a 90 % e fotoperiodo de 12 horas, permanecendo nestas condi¢cdes por um periodo de
48 horas. Decorrido este periodo, as plantas foram distribuidas aleatoriamente dentro da
camara climatizada e mantidas nas mesmas condi¢cdes de temperatura e fotoperiodo,
contudo a umidade relativa foi ajustada para 80 + 10% até o término das avaliagcbes aos 20
dias apos a inoculagéo (DA).

8.4.5 Avaliacdes

Para cada combinacéo isolado x cultivar foram avaliados a classificacao de
lesdes nos foliolos de soja e incidéncia da doenca nas folhas unifolioladas, peciolos e haste
dos cultivares.

A classificacao das lesdes de mancha alvo presentes nos cultivares de soja
foi quantificada aos 12 dias apdés a inoculacéo, por meio de notas para cada tipo de sintoma
observado.

A incidéncia nas folhas unifolioladas, peciolos e haste dos cultivares, foi

guantificada aos 10 dias apds a inoculacéo.

8.4.6 Analises estatisticas

Para a classificacdo das les@es foi realizada analise descritiva da doenca.
Os dados de incidéncia foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de comparacédo de médias de Tukey a 5% de significancia. O software utilizado foi o
SISVAR.
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8.5 RESULTADOS
8.5.1 Classificacao das lesdes

Nos diferentes cultivares de soja foram identificados cinco padrbes de
sintomas foliares ocasionados por C. cassiicola, sendo: (a) 1= pequenas manchas
necroéticas (0,74 mm) com halos cloréticos pouco evidentes; (b) 2= pequenas manchas
necroéticas (1,80 mm) com halos cloréticos evidentes; (¢) 3= pequenas manchas necroéticas
(2,35 mm) com grandes halos cloréticos; (d) 4= grandes manchas necréticas (6,30 mm)
com halos cloréticos evidentes; (e) 5= grandes manchas necréticas (9,30 mm) com grandes
halos cloroéticos (Figura 3.1). Experimento realizado sob condi¢des controladas de camara
climatizada, (T=25 + 2 °C; U.R.%= 85 a 90; Fotoperiodo 12/12), Londrina - PR, 2020 (Figura
3.1).

Figura 3.1 - Classificacdes de sintomas presentes em foliolos de cultivares de soja
inoculadas com Corynespora cassiicola; (a) 1= pequenas manchas necroticas (0,74 mm)
com halos cloréticos pouco evidentes; (b) 2= pequenas manchas necréticas (1,80 mm) com
halos cloréticos evidentes; (c) 3= pequenas manchas necréticas (2,35 mm) com grandes
halos cloréticos; (d) 4= grandes manchas necroéticas (6,30 mm) com halos cloréticos
evidentes; (e) 5= grandes manchas necraticas (9,30 mm) com grandes halos cloroticos
(Figura 3.1). Experimento realizado sob condi¢cdes controladas de camara climatizada, (T=
25 £ 2 °C; U.R.%= 85 a 90; Fotoperiodo 12/12), Londrina - PR, 2020.
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Fonte: A propria autora

As maiores porcentagens de trifélios com lesdes capazes de ocasionar
desfolha foram proporcionadas pelos isolados ISO 4S, ISO 1S e ISO 11S, com somatérios,
notas iguais ou acimade 3, de 71, 60 e 42%, respectivamente (Figura 3.2). As porcentagens
de trifélios com notas de 1 e 2, foram observadas para os isolados ISO 3S, com 69%, ISO
2S, com 77%, 1SO 3A e ISO 1A, com 81% e ISO 2A, com 94% (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Frequéncia relativa de notas 1 a 5 correspondentes aos sintomas de mancha
alvo em trifélios de soja, apdés 12 dias da inoculacdo com diferentes isolados de
Corynespora cassiicola, Londrina - PR, 2020. Z: somatério de trifélios com notas iguais ou

acima de 3.
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Fonte: A propria autora

Diferencgas nas classes de lesdes de mancha alvo foram observados entre
os cultivares de soja. As maiores frequéncias de trifdlios com lesdes capazes de ocasionar
desfolha, notas iguais ou acima de 3, foram observadas nos cultivares BMX Elite IPRO,
BRS 284, BMX Garra IPRO e Nidera 5909 RG (44, 42, 42 e 38%, respectivamente) (Figura
3.3).

Para os cultivares de soja BMX Forca RR, BMX Poténcia RR, BMX Ponta
IPRO e SYN 1562 IPRO ocorreu a predominancia de notas de 1 e 2, com frequéncias

acumuladas destas notas entre 69 a 85%.

Figura 3.3 — Frequéncia relativa de notas (1 a 5) correspondentes aos sintomas de mancha
alvo em trifélios de soja, apds 12 dias da inoculacdo com diferentes cultivares de soja,

Londrina - PR, 2020. Z: somatdrio de trifélios com notas iguais ou acima de 3.
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8.5.2 Influéncia da posic¢ao do trifélio na classificagcdo de lesbes

Diferencgas na frequéncia de trifélios com notas de leses, ocasionadas por
C. cassiicola, foram observadas entre as posi¢oes inferior, média e superior das plantas de
soja (Figura 3.4).

A maior frequéncia de trifélios lesionados, com potencial de desfolha (notas
iguais ou acima de 3), foi verificada para a posi¢cao superior (3° trifélio) e inferior (1° trifélio)
das plantas, com 43 e 40%, respectivamente. A posicdo média da planta (2° trifélio), obteve

predominancia das notas 1 e 2, com uma frequéncia acumulada de 81%.

Figura 3.4 - Frequéncia relativa de notas (1 a 5) correspondentes aos sintomas de mancha
alvo em trifélios de soja, apds 12 dias da inoculacdo com diferentes isolados de
Corynespora cassiicola, Londrina - PR, 2020. Z: somatorio de trifdlios com notas iguais ou

acima de 3.
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8.5.3 Infeccao de C. cassiicola em diferentes tecidos vegetais

Além da ocorréncia sobre as folhas, verificou-se a presenca de lesdes de
mancha alvo nas folhas unifolioladas, peciolos, haste e cotilédones das plantas de soja.

Nas folhas unifolioladas, os sintomas iniciaram com pequenas pontuacdes
pardas com halo amarelado, e apds quatro dias evoluiram para grandes manchas circulares
de coloracgéo castanho claro no centro (Figura 3.5 - a). Ao redor da area necrosada verificou-
se a presenca de halo amarelo bastante intenso, com posterior senescéncia e queda das
folhas.

Nos peciolos e hastes das plantas de soja, as lesdes possuiam aspecto
deprimido e alongado de coloragcdo castanho-avemelhada. Essas lesdes progrediam pela
planta em sentido longitudonal, podendo ocorrer coalescénia (Figura 3.5 - b,c).

Cinco dias apés a inoculagéo, a presenca de micélio do fungo C. cassiicola
e abundante esporulacdo foram verificadas nos cotilédones das plantas de soja,
independente do cultivar. Os cotilédones ficaram aderidos a planta ou se desprenderam e
cairam sobre o solo. Os cotilédones foram coletados (Figura 3.5 - d, e).

De modo geral, as plantas de soja inoculadas com isolados de C. cassiicola
apresentaram lesbes, que variaram desde pequenas manchas necroticos sem halo
amarelado a grandes pontos necréticos com halos cloréticos evidentes (Figura 3.5 - f). A

presenca das les@es foi verificada na parte adaxial e abaxial das folhas.
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Figura 3.5 - Sintomas de mancha alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola em
plantas de soja, sob condi¢bes de cAmara climatizada, Londrina, 2020. Folhas unifolioladas
com lesdes de mancha alvo (a), lesbes escuras e deprimidas no peciolo (b) e haste (c),
cotilédones com presenca de micélio fungico (d), conidios obtidos de cotilédones com

esporulacdo observados em laminas sobre microscopio optico (e) e planta com sintomas

da doenca (f).

Fonte: A propria autora

8.5.4 Frequéncia de infeccdo por C. cassiicola em diferentes tecidos vegetais

N&o houve interacdo entre isolado de C. cassiicola e cultivar de soja em
relacdo a presenca de lesdes nas folhas unifolioladas, peciolos e haste. Quanto a
frequéncia de lesdes nas folhas unifolioladas, ndo foi constatada diferenca significativa
entre os isolados de C. cassiicola (p= 0,06) e entre os cultivares de soja (p= 0,54). Foi
verificada frequéncia de lesfes nas folhas unifolioladas superior a 96% (Figura 3.6).

Houve diferenca significativa entre os isolados de C. cassiicola quanto a
frequéncia de lesbes nos peciolos (p= 0,02); e para os cultivares de soja em relacéo a
frequéncia de lesBes nas hastes (p= 0,02).

A frequéncia de peciolos com lesdes foi alta, variando de 80 a 96%.

Entretanto, o isolado ISO 4S que ocasionou frequéncia de 96% de peciolos com lesbes,
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diferiu dos isolados ISO 2A e ISO 2S que resultaram nas menores frequéncias de peciolos
com lesdes, 81 e 80%, respectivamente. Os demais isolados proporcionaram frequéncias
intermediarias, variando de 93 a 84% de peciolos com lesbes. Nao foi possivel verificar
diferencas na frequéncia de peciolos com lesdes entre os cultivares de soja (Figura 3.6).

Diferencas foram constatadas entre cultivares de soja quanto a frequéncia
de lesbes na haste. Maiores frequéncias de hastes com lesdes, 97%, foram observadas
nos cultivares BMX Poténcia RR e BMX Forca RR, diferindo do cultivar BMX Elite IPRO,
com menor frequéncia de hastes com lesbes (78%). Nao foi verificada diferencas entre
isolados de C. cassiicola quanto a capacidade de causar lesdes em hastes de plantas de
soja.



76

Figura 3.6 — Frequéncia de tecidos vegetais de cultivares de soja com lesdes ocasionados

por diferentes isolados de C. cassiicola, apds 12 dias de inoculacéo, Londrina, PR, 2020.
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Quanto a presenca de lesdes de mancha alvo em peciolos, foi verificado

gue 96% dos peciolos do 1° trifdlio continham lesdes, 96%, diferindo da ocorréncia sobre o

3° trifélio, com lesBes em 77% dos peciolos. Para os peciolos do 2° trifélio, foi observada

frequéncia de lesGes de 90% (Figura 3.7).
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Figura 3.7 - Frequéncia de peciolos com lesdes ocasionados por C. cassiicola em relagéo
a posicao do triflios na planta de soja, apds 12 dias de inoculag&o. Londrina - PR, 2020.
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8.5.5 DISCUSSAO

Neste estudo néo foi observada interacdo entre cultivar de soja e isolado
de C. cassiicola. Foram observadas diferencas na classificacdo das lesbes produzidas
pelos isolados nos diferentes cultivares de soja, variando em cinco classes, de pequenos
pontos necroticos com halos cloréticos pouco evidente até grandes pontos necroticos com
grandes halos cloréticos. Os padroes dos sintomas ocasionados por C. cassiicola,
corroboram resultados de Henning et al. (2014) que descreveram que 0s sintomas nas
folnas de soja variam de lesdes necréticas, manchas marrons a manchas circulares
grandes de cor marrom escura, de até 2 cm de diametro, com margem amarela e um ponto
escuro no centro rodeado por anéis concéntricos mais escuros.

Os isolados de C. cassiicola apresentam variacdo de padrdes de lesdes.
Almeida et al. (2005) também relata sobre os sintomas de mancha alvo, caracterizado por
peqguenas manchas de coloracdo castanho avemelhada a parda, evoluindo para manchas
de formato arredondado ou irregular da mesma tonalidade. Os sintomas descritos pelos
autores coincidem com as caracteristicas encontradas em nosso estudo. Entretanto a
variacdo de sintomas verificada em nosso estudo foi maior, devido provavelmente ao uso
de diferentes isolados e cultivares de soja.

Os cultivares que apresentaram menores severidades de lesdes de
mancha alvo, BMX For¢ca RR, BMX Poténcia RR, BMX Ponta IPRO e SYN 1562 IPRO,
expressaram algum nivel de resisténcia a doenca, apresentando padrfes de lesdes

pequenas. Segundo Lamari e Bernier (1989), o tipo de lesdo expressa na planta pode estar
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relacionada a resisténcia. Por exemplo, les6es pequenas que nao aumentam de tamanho,
ou sobre a suscetibilidade, que é expressa por manchas escuras cercadas por extensa
necrose e clorose que podem envolver toda a folha.

Por outro lado, lesBes grandes com extensa clorose, com algum nivel de
suscetibilidade a doenca ocorreram para os cultivares BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX
Garra IPRO e Nidera 5909 RG. Sache et al. (1993) descreveram que as lesbes pequenas
sdo uma indicacdo de que o indculo ou a eficiéncia da doenca foi alta, enquanto algumas
lesBes grandes sao, por sua vez, baixo indculo e alta suscetibilidade da planta ou cultivar.

Outro fator importante na interacdo patdgeno-hospedeiro, e classes de
sintomas observados, € a producdo de enzimas e toxinas. Muitos fungos fitopatogénicos
secretam enzimas durante a fase de crescimento ou durante o processo de patogénese
(THORMANN et al., 2000). Isto indica grande associacao quanto ao padrdo de sintoma e a
toxina dos isolados de C. cassiicola.

Annakutty (1998) demonstrou que C. cassiicola produz uma toxina
denominada de cassiicolin, responsavel pelo processo de infeccdo e aparecimento de
sintomas.

Uma vez no interior da planta hospedeira, o patdgeno C. cassiicola libera a
"cassiicolin”, matando os tecidos adjacentes no local da infec¢do, colonizando e se
reproduzindo nos tecidos necraticos. Barthe et al. (2007) demonstraram que a cassiicolin
se comporta como uma toxina especifica do hospedeiro, compartilhando a mesma gama
de hospedeiros do patdégeno de onde se originou.

Maiores frequéncias de lesbes de mancha alvo ocorreram nos trifélios
superior e inferior, 3° e 1° trifélio, com lesbes capazes de causar desfolha. Segundo
Upchurch; Ramirez (2010) as plantas respondem as infec¢des por patdgenos por meio de
mecanismos de defesa, que incluem a sintese de compostos antimicrobianos, como fenois
e fitoalexinas, a producdo de espécies reativas de oxigénio e lignificacdo de tecidos.
Portanto, talvez este fator esteja relacionado com a capacidade do tecido foliar em
expressar maior ou menor nivel de reacdes de defesa.

As fitoalexinas podem estar envolvidas no progresso de desenvolvimento
de manchas nos foliolos de soja. Braga (2008) relatou que as fitoalexinas sdo compostos
de defesa antimicrobianos, sintetizadas e acumuladas nas plantas apds o contato com o0s
microorganismos.

A capacidade das plantas de soja em reduzir a colonizagdo do fungo é

dependente da combinagéo de diferentes mecanismos de defesa. Estes mecanismos de
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defesa variam de acordo com a interacdo patégeno-hospedeiro (HAMMOND-KOSACK;
PARKER, 2003).

Fortunato et al., (2015) descreveram nos estagios iniciais da infeccdo por
C. cassiicola 0 aumento na atividade de polifenol oxidases, das concentracfes de fendlicos
solaveis totais e lignina e menor atividade de lipoxigenases associados a resisténcia da
soja a mancha alvo.

A resisténcia das plantas a infeccao por patégenos pode ser influenciada
por varios fatores. Dentre eles, o estagio de desenvolvimento da planta, conhecido como
resisténcia relacionada a idade, ou resisténcia ontogénica. E a capacidade de plantas
inteiras ou partes de plantas de resistir ou tolerar doencas quando envelhecem e
amadurecem. A resisténcia relacionada a idade ocorre em muitas espécies de plantas e
geralmente é de amplo espectro (DEVELEY-RIVIERE et al., 2007). Na cultura da videira,
as folhas mais velhas apresentam maior resisténcia ao oidio do que as mais novas
(STEIMETZ et al., 2012).

Owen et al. (2013) descreveram que a maior perda de rendimento na
cultura da soja, € observada com o desfolhamento do estrato superior da planta em
comparacdo com os estagios R3 e R5 do estrato inferior da planta. Considerando a
predominancia de lesbes nos foliolos do trifélio superior, tecidos foliares jovens, mais
tenros, as medidas de manejo devem ser tomadas para que estas folhas mais jovens
apresentem maior resisténcia ao patdégeno.

Quanto a incidéncia de C. cassiicola nos tecidos vegetais dos cultivares de
soja, pode-se observar lesées do fungo nos peciolos, haste, folhas unifolioladas e
cotilédones, além das folhas. Os sintomas coincidem com os descritos por Kurt (2004) em
plantas de tomate infectadas por C. cassiicola, onde o autor identificou manchas
amarronzadas e alongadas. As manchas visualizadas nos peciolos e haste das plantas
foram principalmente lesdes marrons escuro, manchas alongadas e levemente deprimidas.

Além dos sintomas, foram observadas estruturas reprodutivas do fungo nas
duas faces das folhas unifolioladas, coincidindo com o descrito por Mello (2009), onde a
producédo de esporos do fungo ocorre nas duas faces das folhas, mas menos abundantes
na face abaxial. Outro 6rgédo vegetativo que apresentou sintomas e sinais de estruturas
reprodutivas do fungo, foi o cotilédone. Almeida et al. (2005) e Campos et al. (2008)

descreveram que a disseminacdo do fungo C. cassiicola que pode contribuir para o
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aumento de indculo na area, é por meio da producdo de conidios provenientes de lesfes
primarias em cotilédones e hipocotilo

A incidéncia de lesdes nos peciolos aumentou conforme diminuiu a altura
em que o peciolo estava na haste principal. Develey-Riviére et al. (2007) descreveram que
a eficiéncia da infeccdo esta relacionada com o estdgio de desenvolvimento do tecido
hospedeiro em muitas interagfes planta-patdgeno, aumentando o desenvolvimento de
patdgenos e da suscetibilidade dos tecidos da planta.

Os mecanismos de resisténcia envolvidos na resisténcia relacionada a
posicdo do dossel, ainda uma questdo de especulacdo, diferem daqueles envolvidos na
resposta a infeccdo em sistemas de defesa classicos (GEE et al., 2008). Nosso estudo
demonstrou maior sensibilidade a infec¢des por C. cassiicola, na posicéo superior e inferior
das plantas de soja, podendo afetar significativamente a producao.
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8.6 CONCLUSOES

Cinco padrdes de lesbes ocasionados por C. cassiicola ocorrem nos
tecidos foliares, com sintomas que variam de pequenos pontos necroticos com halos pouco
evidentes a grandes pontos necréticos com grandes halos cloroticos.

Existem variacbes nos sintomas ocasionados por C. cassiicola,
relacionados ao isolado e cultivar de soja. Sintomas mais severos e capazes de ocasionar
desfolha séo frequentes para os isolados ISO 1S, ISO 4S e ISO 11S. Os cultivares BMX
Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO e Nidera 5909 RG, apresentam as maiores
porcentagens de folhas com lesdes severas. Menor severidade ocorre nos trifélios na
posicdo média das plantas de soja.

Lesbes em cotilédones, folhas unifolioladas, peciolos e hastes das plantas
séo verificadas em todos os cultivares.

A frequéncia com que ocorrem sintomas nos peciolos das plantas varia
conforme o isolado de C. cassiicola. O isolado ISO 4S ocasiona maior incidéncia de lesbes
nos peciolos em relacéo aos isolados ISO 2A e ISO 2S.

A ocorréncia de lesbes em haste das plantas varia de acordo com cultivar
de soja. Maior incidéncia de lesbes em haste € observado nos cultivares BMX Poténcia RR
e BMX Forca RR em relacéo ao cultivar BMX Elite IPRO.

A incidéncia de lesdes nos peciolos, ocasionadas por C. cassiicola,

aumenta conforme diminui a altura em que o peciolo esté inserido na haste principal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O meio de cultura em que C. cassiicola € cultivado influencia a cor e taxa
de crescimento, mas néo influencia o aspecto de micélio da coldnia. Os aspecto de micélio
aparenta estar relacionado ao hospedeiro de origem, isolados oriundos de plantas de
algoddo tem micélio plano, enquanto isolados provenientes de plantas de soja tendem a
apresentar micélio aéreo cotonoso. O meio Suco V8 Agar proporciona maior taxa de
crescimento para isolados de C. cassiicola em relagdo ao meio BDA. A producédo de
conidios por isolados oriundos de plantas de soja € equivalente ou maior quando cultivados
em meio Suco V8 Agar. As caracteristicas morfoldgicas dos conidios de C. cassiicola
apresentam grande variabilidade em relacéo aos diferentes isolados e ao meio de cultivo a
gue sao submetidos.

A severidade e periodo de incubacédo para a mancha alvo séao influenciados
pelos isolados de C. cassiicola, cultivares de soja e posic¢ao do trifélio nas plantas. O isolado
ISO 4S ocasiona maior severidade de mancha alvo, em relacdo aos isolados ISO 2A, 1ISO
2S e ISO 11S. Menor severidade da doenca ocorre nos cultivares de soja BMX Poténcia
RR, BMX Forca RR e NA 5909 RG em relacdo ao cultivar BMX Elite IPRO. Independente
do cultivar avaliado o periodo de incubacéo tende a ser maior para o isolado ISO 4S. A
guantidade de lesdes e o periodo de incubacéo dos diferentes isolados de C. cassiicola séo
maiores no trifdlio inferior e menor no trifélio superior das plantas.

Existem variacbes de sintomas ocasionados por C. cassiicola. Neste
estudo foram identificados cinco padrfes de lesdes. Os isolados ISO 1S, ISO 4S e ISO 11S
ocasionam sintomas mais severos. Maior porcentagem de folhas com lesdes ocorre para
os cultivares BMX Elite IPRO, BRS 284, BMX Garra IPRO e Nidera 5909 RG. Lesdes com
menor severidade ocorre nos trifélios na posicdo média das plantas de soja. Sintomas nos
cotilédones, folhas unifolioladas, peciolos e haste das plantas foram verificados. O isolado
de C. cassiicola, ISO 4S ocasionou a maior incidéncia de lesdes em relacéo aos isolados
ISO 2A e ISO 2S. Maior incidéncia de lesbes ocorre nos cultivares BMX Poténcia RR e
BMX Forca RR em relacdo ao cultivar BMX Elite IPRO. A incidéncia de lesdes nos peciolos,

aumenta conforme a posi¢cdo em que o peciolo é inserido na haste principal.
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