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RESUMO

FELIPETTO REOLON, Caroline Nayara. Estudo da patogenicidade de Colletotrichum
dematium VAR. TRUNCATA em soja. 62 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso
de Agronomia), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2018.

A cultura da soja possui uma infinidade de doencas que afetam seu potencial
produtivo em todas as suas fases fenolégicas. A antracnose, causada pelo fungo C.
dematium VAR. truncata € uma das principais doencas da cultura, ocorrendo desde a
fase inicial até a formacdo das vagens sendo transmitida via semente. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a incidéncia, morfologia, transmissdo por semente,
diferentes potenciais de in6culo e a severidade dos danos em plantulas de soja
ocasionada pelo patégeno C. dematium sobre as cultivares TMG7062,
NS6909IPRO, NA 5909R6, P95R51 de soja. O experimento foi conduzido no
Laboratério de Fitopatologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parand,
Campus Dois Vizinhos. De inicio, realizou-se o teste de sanidade de sementes
método Blotter test, para o isolamento do fungo C. dematium, e avaliacdo da
qualidade sanitaria dos lotes das cultivares estudadas. Realizou-se sua
caracterizacdo morfologica e microscopica do patdégeno, alem deavaliar a
capacidade de producdo de enzimas extracelulares esterases, proteases e celulases
por C. dematium em meio sélido. Com o patdgeno caracterizado, avaliou-
setrasmissdo semente-plantula, avaliacdo do potencial de indculo, e teste de
viruléncia. Todas as cultivares se mostraram de alguma forma suscetiveis a C.
dematium, se destacando as cultivares NA5909RG e P95R51, como mais

suscetiveis.

Palavras-chave: Severidade, Patdgeno, Incidéncia.



ABSTRACT

FELIPETTO REOLON, Caroline Nayara. Study of pathogenicity of Colletotrichum
dematium VAR. TRUNCATA in soy. 30 f. Course Conclusion Paper, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2018.

Soybean cultivation has a multitude of diseases that affect its productive potential in
all its phenological phases, the anthracnose, caused by the fungus C. dematium
VAR. TRUNCATA is one of the major diseases of the crop, it occurs from the initial
stage until the formation of the pods and is transmitted via seed. The objective of this
work was to evaluate the incidence, morphology, seed transmission and severity of
the damage in soybean seedlings caused by the different potentials of C. dematium
inocula on cultivars TMG 7062, N 6909, NS 5909 RR, P955R51 from Soy. The
experiment was conducted at the Phytopathology / Phytosanitary Laboratory of the
Federal Technological University of Parana, Campus Dois Vizinhos. At the beginning,
the test of sanity of the seed method Blotter test, for the isolation of the fungus C.
dematium, And evaluation of the sanitary quality of the lots of the cultivars studied
was carried out. The characterization was carried out through mycelial growth in
Mathur and BDA culture media and a. The production capacity of extracellular
enzymes, proteases and cellulases by C. dematium in solid medium, seed-plaine
transmission, inoculum potential assessment, and virulence test were evaluated. All
cultivars showed somehow susceptible to C. dematium, with the cultivars NA5909RG

and P95R51 being the most susceptible.

Key words: Severity, Pathogen, Incidence.



SUMARIO

L INTRODUGAO. ..ottt s et ene s en e seneesansnes 9
2 JUSTIFICATIVA ettt ettt b e b e s bt st s bt et e e be e sbeesatesatesabesabeebeenseenns 11
B HIPOTESES......oovceeeeeeeee ettt sttt a s sa s s ssas s s ssasaesessnassessansssanasnansanens 12
4 OBUIETIVOS ...ttt ettt et s h et e bt e et e bt she et e sbeeatesbesat e besbeeat e bt satenbesbeeanas 13
4.1 OBIETIVO GERAL ...ttt ettt sttt st s b et sbe et sb e et e b sae et e sbeeaeas 13
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt sae s sas s s 13
5 REVISAO DE LITERATURA ..ottt esse s sess st sas s ssas s sassssasssssssnsasassnens 14
5.1 ASPECTOS GERAIS DA SOUJA ..ottt ettt sttt sttt sate b sbeesaeenas 14
5.2 ANTRACNOSE NA SOUJA .ttt sttt ettt e s bt e shee st e sabesbeebeesbeennes 15
5.4 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA.......oiiuiiereteeeeeeeseeeesseesessee s essesesssssasssssssssssesnns 18
5.5 VIRULENCIA DE PATOGENOS ..ottt teses s sesses s senasssssses s 19
6 METODOLOGIA. ...ttt sttt st e b e b e e s bt e st e s te s beebeesbeesheesatesatesabesnseenseenaes 21
6.1 LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO ..o sesas s sesassssesessssssen s 21
6.2 SEMENTES UTILIZADAS NO ESTUDO ..ottt 21
6.3 TESTES DE SANIDADE DE SEMENTES........ooe e 21
6.4 ISOLAMENTO E REPICAGEM DO FUNGO C. dematium ..........cceceevireerieneeceenieseesiesennens 21
6.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO FUNGO .......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseseseeseseseeesenes 22
6.5.1 Identificacdo microscopica de C. dematiUm...........ccocivirererienieieiieerese e 22
6.5.2 CaracterizaGao MOIMOIOQICA ........ccveueriririerieieeeeeee ettt be e 22
6.5.3 Crescimento MICEHAL.........cooiiriie ettt 23
6.6 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES ..ot 23
6.6.1 CEIUIASES ...ttt 24
B.6.2 PIOTBASE ..ottt ettt st r e st r e s e et nenreeneea 24
B.6.3 ESTEBIASES ..ot ettt ne s 24
6.7 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA.......ouiivreeeeeeeseee s seseesessessessessessessenees 24
6.8 POTENCIAL DE INOCULO.......cooieieeieieieeeeieeeeeteeeeesesee s ses st sen s s sasssesassassesnns 25
6.9 VIRULENCIA DO PATOGENO .....couiimiimiireiseeseseseissesssessssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssneees 26
6.10 ANALISE ESTATISTICA ..ottt sesas s sas s e 27
7 RESULTADOS E DISCUSSOES ......ooviveeeeeeeeeeeeeeseeeeesees st sessssssssssassesssssassennns 28
7.1 TESTE DE SANIDADE DE SEMENTES ......oooiiticreerteeeeeeee et 28
7.2 CARACTERIZACAQO DO PATOGENOD. ..ottt sesses s ses s 30
7.2.1 CaracterizaGao MICTOSCOPICA. .....ceeeerirrerrerterierieseereeteesestestessesseseseeseeseesessessessesesessessesessessees 30
7.2.2 CaracterizaGao MOIMOIOQICA ........covruerirerierierieieeeee ettt st a e sresne s 31

7.2.3 CreSCIMENTO MUCEIIAL ....cceo ettt ettt e e e et e e e e s s aeaseaereeesssasarareeeeeeesesanaenes 32



7.3 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES ......oooieieieveeete et 34

7.4 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA. ..ottt ereessesees s ses s 37
7.4.1 Potencial de INOCUIO .......c.c.eoiiuirieiiiiiectec ettt 38
7.5 VIRULENCIA DO PATOGENO ......coooveveeeeeeeeeeeeeeeeeesesse s sessssasssssasssssassassesnns 40
8 CONCLUSAOD ...ttt et s s s st s s s s na s s s s s ssaneasessneasansnens 52

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot ses s ses s sas s 53



1 INTRODUCAO

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), o Brasil esta
entre os cinco maiores produtores de soja do mundo, ocupando o segundo lugar com
116,996 milhdes de toneladas em quantidade de gréos produzidos e 35,100 hectares
de éarea plantada desta cultura, com produtividade de 3.333 kg/ha. (CONAB,
2017/2018).

Com o aumento da producdo de gréos, e da soja em especial, houve um
aumento também nos problemas que afetam a producao agricola, principalmente em
grandes escalas, destacando-se as pragas e doencas que provocam reducdo na
produtividade das culturas de interesse (JUHASZ, et al, 2013). Neste contexto, se
torna necessario estudar e aprofundar a pesquisa sobre determinadas doencas que

afetam as culturas, como a Antracnose na cultura da soja.

A antracnose € uma das principais doencas da cultura da soja, ocorre desde a
fase inicial até a formacdo das vagens, €& favorecida por altas temperaturas
associadas com elevada precipitacdo, transmitida via semente pode causar danos
severos na cultura, como deterioracdo de sementes, morte de plantulas, e infeccao
em plantas adultas, resultando na reducdo severa no numero de vagens,

prejudicando o desenvolvimento da cultura (GOULART, 2009).

A transmissdo semente-plantula ocorre através da constatacdo e potencial de
in6culo nas sementes, que apds serem cultivadas, atingem o desenvolvimento inicial,
e originam uma plantula doente (MENTEN; BUENO,1987, LUCCA FILHO;
JACOBSEN, 2012).

A constatacdo da presenca do patégeno na semente nem sempre garante a
infec¢@o da planta, pois essa fase de infec¢do do patdgeno pela planta depende néo
somente do potencial de inoculo nas sementes, mas também das condigbes ideais
para seu desenvolvimento e infeccdo. Fatores como condi¢gbes climaticas, fatores
fisicos do solo e a sobrevivéncia do patdgeno na semente (BAKER e SMITH, 1966;
PESKE et al.,2006). De acordo com o0 exposto torna-se indispensavel um estudo

sobre a incidéncia, morfologia, transmissdo por semente, potencial de inoculo e a
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severidade dos danos em plantulas de soja causada por C. dematium, sobre as
cultivares TMG7062, NS6909IPRO, NA5909R6, P95R51 de soja.
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2 JUSTIFICATIVA

A producdo da soja estd sujeita a varios fatores adversos que podem
comprometer seu desenvolvimento e produtividade. Dentre estes fatores podemos
citar as doencas de plantas como um dos principais, causando Sérios prejuizos aos

agricultores responséaveis pelas mesmas.

Contudo, através desta analise dos fatos, podemos citar que dentro do manejo
de doengas na cultura da soja, Colletotrichum dematium tem causado prejuizos na
cultura, desde a fase plantula e se estendendo no periodo vegetativo da cultura. A
principal infeccdo da doenca € transmissdo via semente, em que as plantulas ja se
formam com lesBes necréticas, diminuindo o seu potencial de desenvolvimento,

refletindo negativamente no rendimento da cultura, posteriormente.

A verificacdo do potencial de infeccdo de C.dematium, através da transmissao
semente-plantula, representa a importancia da doenca, no seu potencial de
transmissdo através dos danos causados em plantulas e consequentemente
prejuizos na cultura a campo, tornando viavel o estudo cientifico realizado com
qualidade, nos dando respostas confiaveis através de um projeto de pesquisa

cientifica.
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3 HIPOTESES

O patogeno Colletotrichum dematium, apresenta diferentes patogenicidades
entre cultivares de soja, desde a transmissao semente plantula até o indice de

severidade do mesmo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a incidéncia, morfologia, potencial enzimatico, transmissdo por
semente e severidade dos danos causados por C. dematium em plantulas, sobre as
cultivares TMG 7062, NS 6909 IPRO, NA 5909 RG, P 95R51 de soja.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a incidéncia de C. dematium nas cultivares TMG 7062, NS 6909 IPRO,
NA 5909 RG, P 95R51 de soja;

e Caracterizar microscopicamente e morfologicamente o patégeno C.
dematium;

e Analisar a produgéo de enzimas extracelulares pelo fungo;

e Examinar a transmissdo semente-plantula do patégeno nas cultivares;

e Avaliar a severidade do in6culo de C. dematium em plantulas das cultivares

de soja;
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 ASPECTOS GERAIS DA SOJA

No agronegocio brasileiro, a expansdo da producdo e da produtividade da
cultura da soja, estda em maior destaque, pois movimenta a grande parte da
economia interna e externa do pais (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014) Neste
aspecto, a soja € o principal grdo produzido no Brasil, em sua maioria para a
exportacdo, deixando o pais como segundo maior exportador de graos do mundo,
onde temos o maior indice de produtividade por area cultivada, sendo de 3.333 kg
por hectare (EMBRAPA SOJA, 2017).

Este aumento de producdo e produtividade, teve grande contribuicdo das
tecnologias que beneficiaram a producdo no campo, como a mecanizagdo com
maquinarios que tecnificam e facilitam as atividades agricolas, a pesquisa cientifica
que auxilia no desenvolvimento de manejos eficientes pondo em pratica a teoria
cientifica e o aumento de profissionais da area auxiliando neste avanco do
agronegocio brasileiro e também o crédito rural para custeio das atividades agricolas,
principalmente na regido sul do Brasil, onde os latifundiarios da regido substituiram
as areas com pastagens degradadas por areas de monocultura de soja,
respectivamente (SILVA, 2010).

Com este aumento das areas produtivas da soja no Brasil, houve também o
aumento das doencas que acometem a cultura, possuindo cerca de quarenta
doencas identificadas, provocadas por fungos, bactérias, virus e nematéides, mas
em sua grande maioria as doencas fungicas sdo as mais agressivas e que
acontecem com mais frequéncia, podendo causar 100% de perdas de uma lavoura,
onde também o manejo adotado pode favorecer ou ndo a instalacdo e o
desenvolvimento das doencas (PASTORELLO, 2014).

A soja pode ser afetada por diversas doencas fungicas a campo, que Sao
consideradas as mais importantes, por serem em maior nimero e também por
causarem Sérios prejuizos a cultura na produtividade e na qualidade da semente
(HENNING, 1996). Segundo Braccini et al., 2003, o cultivo de sementes de alta
qualidade se torna indispensavel quando se busca altos rendimentos por area.

Muitas das doencas fungicas da soja, tem como fonte e veiculo de inoculo a
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semente, que introduz as doengas em novas areas de cultivo, que encontrando
condi¢cdes favoraveis de ambiente, causam sérios danos a cultura refletindo em
prejuizos econdémicos (HENNING, 1996).

5.2 ANTRACNOSE NA SOJA

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum dematium var. truncata, é
uma das principais doencas da cultura da soja. Quando semeadas em condi¢des de
alta umidade as sementes infectadas podem causar tombamento e morte de
plantulas tanto em pré-emergéncia quanto em poés-emergéncia. Nas plantulas, os
sintomas sao observados na forma de necrose nos cotilédones (GALLI, 2005),
hastes e ramos, inicialmente com pontuag¢des escuras e necréticas, denominadas de
acérvulos (HENNING, 1994). Nas vagens, os acérvulos podem distribuir-se em
circulos concéntricos (LEHMAN; WOLF, 1926; REIS et al., 2012), sendo observadas
inUmeras setas escuras, que também podem identificar o patégeno nas sementes.
Ap0s o periodo de incubacdo (HENNING, 1994), o fungo desenvolve-se no interior
do tecido cortical, porém se expressa somente em condi¢cdes adequadas (KIMATI,
1997).

Encontrando-se em condi¢des de alta umidade, o fungo causa abertura das
vagens ndo maduras e nos gréos ainda em enchimento provoca germinagcao, ou
ainda, apodrecimento e queda de vagens. Pode ocasionar perda total da lavoura,
mas frequentemente ocasiona alta reducdo do numero de vagens e induz a planta a

permanecer com haste verde e retengao foliar (EMBRAPA, 2002).

Segundo Godoy et al., 2014, o fungo ataca a planta em qualquer estadio de
desenvolvimento podendo causar deterioracdo total das sementes em colheita tardia.
A principal caracteristica utilizada para a identificacdo do patégeno nas sementes séo

manchas com leve depresséo de coloracdo castanho-escuras.

A alta densidade populacional juntamente associada ao molhamento foliar
prolongado, precipitacdes frequentes ou alta umidade relativa e temperaturas entre
18 °C e 25 °C favorecem a ocorréncia do fungo. A disseminagdo ndo ocorre somente
por meio de sementes infectadas, os restos de cultura, o vento e a chuva também

podem ser veiculos nesse processo. (HENNING, et al, 2014). Uso de sementes
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infectadas e deficiéncias nutricionais, principalmente de potassio, também

contribuem para maior intensidade da doenca (GODOY,et al., 2014).

Os patdgenos C. dematium var. truncata, Phomopsis sojae, Cercospora kikuch
ii, Cercospora sojina e Septoria glycines, sdo os mais freqientemente disseminados
através das sementes (HAMAWAKI,et al, 2002). Os mesmos autores verificaram que
a germinacdo de sementes de gendtipos de soja correlacionou-se de forma negativa

com a incidéncia de Colletotrichum dematium.

Conforme descrito no Manual de Andlise Sanitaria 2009, Colletotrichum
dematium Possui micélio acinzentado de formacéo irregular de corpos estroméaticos
(primérdios de esclerddios), acérvulos se apresentam com forma oval e alongada,
com setas marrons escuras e ocasionalmente massas de conidios de coloracédo bege
a roséas, conidios sdo falcatos, com apices obtusos, hialinos, unicelulares e curvos
(alantoides)., com conidiéforos que estdo no interior dos acérvulos, com tamanho

variando entre 15,5-24 x 3,5-4um.

5.3 ENZIMAS EXTRACELULARES

Durante todo seu periodo de existéncia as plantas estdo sujeitas a interacdo de
fatores bibticos e abidticos, fatores ambientais e doencas que acometem e
interrompem suas atividades fisioldgicas normais (AGRIOS, 2005). A ocorréncia de
doencas em plantas, foram registradas desde os primérdios dos cultivos agricolas,
antes eram atribuidas as causas naturais, porém com 0S avancos € 0 crescimento
dos cultivos, houve a necessidade do conhecimento microbioldgico destes patégenos
e seus efeitos nas plantas (BERGAMIM FILHO; KITAJIMA, 2011). Nesta associacao
evolutiva as plantas e o0s microorganismos fitopatogénicos, desenvolveram
mecanismos de defesa e ataque, procedentes da compatibilidade ou

incompatibilidade em suas associa¢des (DE MELO et al., 2008).

No processo de infeccdo, os patdgenos depositam conidios e estruturas de
penetracdo, e alterando as fungdes estruturais dos tecidos vegetais na planta, para
dar inicio ao processo infectivo (GOMES et al.,, 2010, MUSSURY et al., 2012). A
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planta em resposta ao ataque do patdgeno ativa seus eventos fisioldgicos e
bioguimicos com a producdo de horménios como acido salicilico (SANCHEZ et al.,
2013), aumentando a atividade enzimatica do hospedeiro em resposta ao ataque,
através da producdo de enzimas como peroxidases, polifenoloxidases e catalases
(ALMEIDA et al., 2012, ITAKO et al., 2012, BARBOSA et al., 2014).

A utilizacdo das enzimas extracelulares, caracterizam a variabilidade dos
fungos fitopatogénicos, pois as mesmas possuem a capacidade de degradar a
parede celular das plantas, para que ocorra a infeccdo pelos patégenos. Desta
forma, os patdgenos dependem da producdo de enzimas e metabdlitos para aderir a
sua patogenicidade (POLONI, 2008). Segundo Bocchese (2003), esta interacdo
patdgeno-hospedeiro, depende dos mecanismos de ataque do patdégeno e da defesa
do hospedeiro que também séo influenciadas pelas condi¢es climaticas e condi¢cbes
nutricionais do mesmo. A producdo de enzimas, possuem papel importante na
patogenicidade dos fungos, e na degradacdo de compostos organicos da planta,

degradando a parede celular destruindo o seu plasmalema (GRIFFIN, 1994).

As exoenzimas mais estudadas sdo as amilases, celulases, lipases,
pectinases, proteases e esterases. As enzimas sao utilizadas pelos microorganismos
para degradar os compostos como fofolipideos e glicolipideos has membranas, ceras
e cuticulas de sementes, neste processo ha a producdo de acidos graxos, para
serem por eles utilizados (Pascholatti, 1995).

As enzimas celuloliticas degradam a celulase, constituinte da parede celular
dos vegetais, formando um complexo enzimatico constituido basicamente por trés
enzimas [(-1,4 glucanase, exo B-1,4 glucanases e (-1,4 glucosidase (Pascholatti,
1995). Em que cada uma delas desempenham um papel especifico nos polimeros de
celulase. A producgéo desta exoenzima utilizada no processo patogénico ja foi citada
em Sclerotinia sp., Rhizoctonia solani Kuhn, Penicillium sp., Pythium ultimum Trow,
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk.) Snyder & Hansen, entre outros
fitopatégenos, exercendo papel significativo na interagdo patégeno-hospedeiro (Piero
& Pascholati, 2000).

As enzimas pécticas, sdo compostas por polissacarideos acidos de alta massa
molar formadoras das paredes celulares dos vegetais. Desempenham
patogenicidade, ocasionando a separacdo das células, através da maceracdo dos

tecidos), causando modificacbes na parede, facilitando a acdo de outras enzimas
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despolimerizantes que atuam sobre outros substratos, como celulose e lignina. As
esterases estdo dentre as principais enzimas pectinoliticas, que no processo de
patogenicidade liberam acido péctico, e pectina solivel de alta massa molar
(Esposito & Azevedo, 2004).

A producéo de enzimas por fungos fitopatogénicos, quando em meio solido, é
uma alternativa simples e rapida de analisar variacdes genéticas de uma populacéo,
que auxiliam em estudos ecolégicos, taxondmicos e patogénicos, através da
deteccdo, presenca e auséncia de enzimas especificas (HANKIN &
ANAGNOSTAKIS, 1975).

5.4 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA

A transmissdo semente X plantula é considerada a fase de infec¢do da doenca,
em que ocorre o transporte do patégeno através da semente, originando uma
plantula doente (MENTEN; BUENO,1987, LUCCA FILHO; JACOBSEN, 2012).

Acredita-se que sementes associadas a patdégenos séo fontes consideraveis
de in6culo inicial de doencas de plantas, principalmente nos estadios iniciais das
culturas, favorecendo o desenvolvimento de surtos e na introducédo destas em areas
antes nado infestadas (MENTEN; BUENO, 1987, TALAMINI et al., 2002). Sao
consideradas, inoculos de doencas, por serem constituidas de elementos que
propiciam o desenvolvimento e a sobrevivéncia de patdgenos, como carboidratos,
proteinas e minerais, protelando a permanéncia destes em condi¢cdes ideais nas
mesmas por determinado periodo de tempo que favorece o patdégeno (TANAKA,
MACHADO, 1985), portanto, promovem, a transmissao as plantulas (BAKER, SMITH,
1966; MENTEN, 1995; KRUPPA, RUSSOMANO, FABRI, 2012; LUCCA FILHO,
JACOBSEN, 2012).

A passagem de inoculo das sementes para as plantulas, é influenciada n&o
somente pela disseminagdo e colonizacdo do hospedeiro nas fases iniciais das
culturas, mas também pela quantificacdo e constatagdo dos microorganismos nas
sementes que sao consideradas fontes de inéculo inicial, através da dimenséo dos
sintomas (MENTEN; BUENO, 1987; LUCCA FILHO; JACOBSEN, 2012). Porém,
alguns autores citados a baixo, afirmam que os sintomas iniciais de doenca em

plantas, ndo somente causam danos nas fases iniciais, mas se entendem por todo
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ciclo das culturas, inicialmente afetam de forma direta o estabelecimento, com a
baixa germinacao e vigor através da deterioracéo, pois propicia perdas na qualidade
fisioloégica da semente (SINCLAIR, 1991; TEIXEIRA, MACHADO, 2003; NEERGARD,
1979; ARAUJO, ROSSETO, 1987, PESKE, VILLELA, MENEGHELLO, 2012;
SIQUEIRA et al., 2014).

Pode-se afirmar que ndo somente pelo simples fato da semente conter fontes
de in6culo, a transmissdo podera ocorrer, pois a mesma depende de alguns fatores
biéticos e abidticos que influenciam neste processo, como a constatacdo do
patbgeno presente na semente, e pelas condicbes ambientais que influenciam na
sua sobrevivéncia e eficiéncia, como temperatura e umidade, principalmente
(ARAUJO et al., 2006; CARDOSO, 2012; SIQUEIRA et al., 2014).

Este processo também ira depender de racas de patégeno (REY et al., 2009),
da cultivar de diferentes épocas de inoculacdo da planta mae, que vai implicar na
localizac&o do patégeno (FAIVRE-RAMPANT et al., 2012), condicbes de semeadura
das sementes infestadas (MANDAHAR et al., 1998) e condi¢cdes de armazenamento
(OJEDA; SUBERO, 2004). No entanto, Tanaka e Machado (1985), Machado (2000) e
Cardoso (2012) ressaltam que além desses fatores € fundamental considerar o
potencial de in6culo do patdgeno que ira iniciar o processo de infeccdo, no processo

de transmissao.

De acordo com Rivera (2007), quanto maior a quantidade de propagulo viavel
em contato com a semente ou hospedeiro, maior sera a probabilidade da doenca se
manifestar, ou seja, de ocorrer a transmissdo da mesma. Em todo este processo de
transmissdo de doencas em plantas, o potencial de in6culo esta diretamente atrelado
ao tempo que a semente fica exposta ao inéculo, ou seja, quando maior o tempo de
inoculacdo das sementes, maiores serdo os indices de transmissdo do patégeno
(ARAUJO et al., 2006; CORREA 2006; SIQUEIRA et al., 2014).

5.5 VIRULENCIA DE PATOGENOS

Para apresentar o potencial de viruléncia de uma doenga, deve-se testar a
suscetibilidade de uma cultura a mesma. A cultura da soja pode apresentar
diferentes graus de suscetibilidade a um determinado patégeno, definindo a
gravidade da infeccdo pelo mesmo (KHARE & CHACKO 1983), ocasionando



20

diferentes graus de severidade de danos, em folhas, hastes e vagens. A severidade
exercida pelo patdégeno sobre a planta suscetivel, também varia de acordo com o
estadio fenolégico da mesma, quando em estadios iniciais os sintomas da doenca
tendem a ser mais severos (MEDEIROS,2004).

Os autores Mignucci & Lim (1980), constataram que quando plantas de soja
sao infectadas por patégenos em estadios iniciais de desenvolvimento, como V3, as
mesmas apresentaram-se mais suscetiveis a doenca do que em estadios mais
avancados, portanto afirmam que a doenca se desenvolve com severidade em
plantas mais jovens, como por exemplo o ataque de C. dematium em plantula de

soja.

O potencial de inéculo da doenca, associado a suscetibilidade da planta,
demonstra o grau de severidade através dos sintomas. Mendes (2014), em estudos
realizados com C. dematium constatou que a severidade do patégeno ficou evidente
apos aumento proporcional de potencial de in6culo em plantulas de soja, causando o
aumento dos sintomas na forma de necroses cotiledonares, e quando em potencial

de in6culo elevado, causou morte de plantulas em pré- emergéncia.
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6 METODOLOGIA

6.1 LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitossanidade da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV).

6.2 SEMENTES UTILIZADAS NO ESTUDO

As sementes utilizadas foram provenientes de diferentes empresas, sendo as
cultivares utilizadas: TMG7062, NS6909IPRO, NA5909RG e P95R51.

6.3 TESTES DE SANIDADE DE SEMENTES

Para a realizacdo do teste de sanidade, as sementes foram divididas em lotes
de 200 para cada cultivar. Para a avalicdo da sanidade de cada lote utilizou-se 25
sementes distribuidas equidistantes por caixa, totalizando oito caixas Gerbox® por

cultivar.

As sementes foram distribuidas em caixas Gerbox®, com duas folhas de papel
mata-borrdo autoclavado, umedecidas com &gua deionizada e autoclavada. As
caixas Gerbox®, foram levadas para a camera climatizada B.O.D. para que 0s
microrganismos presentes nas sementes, crescessem durante sete dias
aproximadamente, em temperaturas de 20°C + 2°C, em regime de luz alternada (12
horas de luz e 12 horas de escuro), conforme descrito por (ARAUJO, ET AL, 2013).

Apo6s a montagem dos testes os tratamentos foram avaliados com auxilio de
microscopio estereoscopico, afim da identificacdo dos patdgenos presentes com

base na avaliagdo das suas estruturas de desenvolvimento e reproducao.

6.4 ISOLAMENTO E REPICAGEM DO FUNGO C. dematium

O patégeno identificado no teste de sanidade foi isolado das sementes e

cultivado para posterior identificacdo morfologica do mesmo. Apds obter uma colbnia
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pura do mesmo, foram realizadas as replicacbes necessérias para obter a
quantidade de material suficiente, para a realizagdo do experimento. O fungo foi
repicado em placas de Petri® com meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar)
(RESENDE, 2003).

Para a realizacéo das repicagens, um disco de BDA com micélio do fungo com
15 dias foi depositado no centro de cada placa, todo procedimento foi realizado
dentro do fluxo laminar para que ndo houvesse a contaminacdo do material. Apés a
replicacéo, as placas foram incubadas a 20°C + 2°C, em regime de luz alternada (12
horas de luz e 12 horas de escuro) durante quinze dias, conforme descrito por
(ARAUJO, ET AL, 2013), para o crescimento do fungo e para que ndo houvesse

comprometimento da viabilidade até seu perfeito crescimento nas placas.

6.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO FUNGO

6.5.1 Identificagdo microscépica de C. dematium

A determinacao da espécie foi realizada através de uma andlise detalhada dos
conidiéforos e conidios, sendo montadas laminas microscépicas dos mesmos e
avaliadas com auxilio de microscoépio éptico com aumento de 40X.. As caracteristicas
mais relevantes para a identificacdo, foram a septacdo forma e tamanho dos
conidios. Todas as caracteristicas morfolégicas analisadas foram comparadas com

as descritas por Sivanesan (1987) e Barnett & Hunter (1998).

6.5.2 Caracterizacdo morfolégica

A caracterizacdo morfologica da colonia de Colletotrichum sp. foi realizada em
nivel de Forma, Elevacdo, Borda e Coloracdo, as mesmas foram baseadas em
metodologias propostas por Prescott, Harley e Klein (2002) como mostra Figura 1A,
enquanto a coloracao foi baseada em metodologia de coloracdo de solo, proposta

por Munsell (2009) conforme figura 1B.
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A: Metodologia Prescott et al (2002) B: Metodologia Munsell (2009)
Figura 01. Metodologias para caracterizacdo morfolégica das col6nias

Fonte: PRESCOTT et al. (2002). B: Munsell (2009).

6.5.3 Crescimento micelial

Para avaliagao de crescimento micelial, foram utilizados dois meios de cultura,
BDA (Batata, Dextrose e Agar) 200g de batata, 20g de dextrose, 20g de &gar,
1000mL de &gua destilada e meio de Mathur constituido por peptona (2,0 gl-1),
dextrose (2,8 gl-1), MgS0O4 (1,73 gl-1), KH2PO4 (2,72 gl-1) e agar (20 gl-1) (REY et
al., 2004).

Um disco do patégeno foi disposto no centro da placa de Petri® contendo o
meio de cultura avaliado, sendo que para cada meio de cultura, utilizou-se cinco
repeticdes. As avaliacbes aconteceram a cada 24 horas até que o fungo atingisse o
tamanho de 9 cm?, e foram realizadas medindo o diametro em dois pontos da coldnia

com régua milimetrada.

6.6 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES

O isolado de C. dematium foi avaliado quanto a sua capacidade de produzir
enzimas extracelulares em meio sélido. Entretanto, discos de 5mm de didmetro do
micélio de cada isolado foram transferidos individualmente para placas de Petri®
contendo meio minimo acrescido do substrato da enzima a ser avaliada, e mantidas
por 5 dias a 20°C em estufa BOD com fotoperiodo de 12 horas. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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Todas as enzimas foram compostas por um meio minimo mais um substrato
especifico para a avaliacdo de cada uma. O meio minimo foi composto de NaNO3
(6g/l), KCI (0,5g/l), KH2PO4 (1,5g/l), MgS04.7H20 (0,5g/l), ZnSO4 (0,01g/l), FeSO4
(0,01g/l), Agar (15g/l). O substrato utilizado para cada enzima esta especificado nos

topicos abaixo.

6.6.1 Celulases

Para a avaliacdo da producédo de celulases, foi acrescido ao meio minimo 1%
de carboximetilcelulose (CMC), sendo que apos 5 dias de desenvolvimento do fungo
foi adicionado solucdo de vermelho-congo por 15 minutos e posteriormente foi
removido com solugéo de NaCl 4N na placa, observando o halo formado ao redor da

coldnia.

6.6.2 Protease

A producdo de enzimas proteases foi observada acrescentando 4% de
gelatina no meio minimo, sendo que apés 5 dias de desenvolvimento do fungo foi
adicionado solucdo saturada de (NH4)2SO4 & placa, observando o halo formado ao

redor da colonia.

6.6.3 Esterases

A producdo de esterases foi adicionado ao meio minimo depois de estéril, 1%
de Tween 20 também estéril, sendo que apds 5 dias de desenvolvimento do fungo as
placas foram armazenadas por 48 horas & 4°C, observando apos o halo formado ao
redor da colbnia.

6.7 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA

O isolado de C. dematium foi repicado para meio restritor, onde permaneceu
por quinze dias. As placas contendo o fungo foram incubadas por 15 dias em camara
de crescimento a temperatura de 20°C * 2 e fotoperiodo de 12 horas. ApoOs quinze

dias foram colocadas 100 sementes (desinfestadas com hipoclorito 1%) de cada
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cultivar em cada placa de isolado, totalizando 200 sementes por cultivar. As
sementes permaneceram em contato direto com os isolados por 5 dias, onde
posteriormente foram retiradas, desinfestadas novamente em hipoclorito de sddio
1%, secadas em papel absorvente e plaqueadas em caixas Gerbox®. O tratamento
controle consistiu em sementes depositadas sobre o meio BDA modificado

osmoticamente sem o fungo.

Apés sete dias de plaqueadas, 50 sementes de cada cultivar foram
selecionadas e plantadas em copos descartaveis de 50ml com substrato comercial
estéril. Os copos foram armazenados por 15 dias em sala de encubacéo.

Por fim, as sementes e plantulas foram retiradas dos substratos, lavadas em
agua corrente e colocadas para secar em papel absorvente. A avaliacdo se deu com
base em escala de doenca elaborada por Cardoso (2012), conforme Tabela 1.

Tabela 01. Escala de Grau de Lesao (Severidade) em plantas. Dois Vizinhos, 2018.

Escala Grau de leséo (Severidade)
El Plantas sem sintomas
E2 Sintomas tipico no coleétipo
E3 Sintomas no cole6tipo e nas folhas
E4 Morte da plantula pés-emergéncia
E5 Morte da plantula pré-emergéncia

Fonte: Cardoso (2012).

6.8 POTENCIAL DE INOCULO

O isolado de C. dematium foi repicado para meio restritor onde permaneceu
por quinze dias. As placas contendo o fungo foram incubadas por 15 dias em camara
de crescimento a temperatura de 20°C * 2 e fotoperiodo de 12 horas. Apds quinze
dias foram colocadas 100 sementes (desinfestadas com hipoclorito 1%) de cada
cultivar em cada placa de isolado, totalizando 200 sementes por cultivar. As
sementes permaneceram em contato direto com os isolados por 5 dias, onde

posteriormente foram retiradas, desinfestadas novamente em hipoclorito de sddio
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1%, secadas em papel absorvente e plaqueadas em caixas Gerbox®. O tratamento
controle consistiu em sementes depositadas sobre o meio BDA modificado

osmoticamente sem o fungo.

Apébs quinze dias de inoculacdo as sementes foram avaliadas individualmente
com o auxilio de microscopio estereoscépio, sendo quantificada a intensidade de
colonizacdo de Colletotrichum dematium, sobre as sementes. A escala utilizada foi

proposta por Cardoso (2012) apresentada na Tabela 2 abaixo.

Tabela 02. Escala de avaliacdo de inéculo em sementes. Dois Vizinhos, 2018.

Notas da Escala Potencial de indculo
0 Auséncia do patégeno
1 Baixa colonizacao, < 25% da semente;
2 Colonizacdo moderada, 25 a 50% da semente
3 Alta colonizagéo, de 50 a 90% da semente
4 Colonizacao total, 100% da semente

Fonte: Cardoso (2012).

6.9 VIRULENCIA DO PATOGENO

O teste de viruléncia foi realizado com quatro cultivares de soja, 200 sementes
de cada cultivar foram separadas e desinfestadas com hipoclorito de sodio 1% por 1
minuto e apds lavadas com agua destilada, as mesmas foram colocadas em papel

absorvente para secagem.

Apos desinfestacao superficial, as sementes foram dispostas equidistantes em
caixas Gerbox® e armazenadas em sala de incubacdo a 20°C e fotoperiodo de 12
horas por quinze dias. Apdés o periodo especifico, selecionou-se 50 sementes de
cada cultivar que estivessem livres de patdgenos e com boas caracteristicas

germinativas.

As sementes selecionadas foram plantadas em copos descartaveis de 50 mL

contendo substrato comercial estéril, e mantidas em camara de incubacao a 20°C e
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fotoperiodo de 12 horas até que cada cultivar apresentar folnas em média maiores
que 5 cm de comprimento. Entre os 10 e 15 dias de incubacao, as plantas foram
avaliadas a fim de eliminar plantas com qualquer sintoma, sendo que, em caso de

apresentar sintomas as mesmas foram substituidas por plantas sadias.

ApOGs as cultivares apresentarem as folhas, foram destacadas 40 folhas de
cada cultivar para realizacdo do teste. Destas, 20 folhas foram depositadas em
caixas Gerbox® sobre folhas de papel filtro umedecidas com agua destilada. Estas
folnas foram inoculadas com solugdo de esporos. Os esporos utilizados foram
obtidos de colénias puras de C. dematium apo6s 15 dias de incubacgdo, onde,
concentracdo da suspenséao foi calculada em camara de Neubauer e ajustada para
uma concentracdo de 10° conidios mL-1. O tratamento controle foi submetido as
mesmas condicdes de tratamento, porem utilizou-se somente agua destilada

autoclavada como produto de asperséo.

Todas as folhas, tratamento e controle, foram avaliadas inicialmente a cada
duas horas, e ap6s 72 horas, esse intervalo foi aumentado para cada 4 horas entre
avaliacdes. As folhas foram avaliadas por 10 dias apds inoculagdo, sendo observada
estruturas de sintomas da planta como lesGes, manchas e clorose, bem como
desenvolvimento do patégeno sobre as mesmas como micélio e acérvulos, afim de

avaliar o processo evolutivo da doenca.

6.10 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado. Para cada
metodologia, utilizou-se numero de unidades experimentais diferentes. Quando
necessario analise estatistica, apos analise de variancia (ANOVA) as medias dos
tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05). As Analises foram
realizadas no programa estatistico SASM-Agri®.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 TESTE DE SANIDADE DE SEMENTES

A cultivar NS6909IPRO apresentou a incidéncia dos géneros flngicos
Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Colletotrichum sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp.,
Cercospora sp., Phomopsis sp. e Alternaria sp.. Destes apenas Aspergillus sp. e
Cladosporium sp. sao géneros contaminantes, os demais séo fungos fitopatogénicos.
Estes resultados concordam com Goulart et al., 1995, na qual afirma que os fungos
de maior ocorréncia na cultura da soja no Brasil sdo Phomopsis sp., Colletotrichum
sp., Cercospora sp., Fusarium sp., e os fungos de armazenamento, Aspergillus sp., e

Penicilium sp..

A analise de sanidade de sementes possui grande importancia, pois propicia
informacBes sobre os niveis de incidéncia do patdgeno, que servirdo como
orientacdo na tomada de decisdo sobre métodos de controle, quando os lotes de
sementes chegam ao campo (REY et al, 2009). A semente de soja atribui-se na
disseminacéao e transmissao de inUmeros microorganismos fitopatogénicos, sendo os
fungos os de maior ocorréncia (SINCVAIN & NEERGRAAD, apud GOULART, 1991).

Na Tabela 3 abaixo pode-se observar os fungos de ocorréncia nas sementes
de soja das quatro cultivares estudadas, apds o0 processo de teste de sanidade de

sementes.

Tabela 03. Relacao de fungos fitopatogénicos presentes nas sementes das cultivares
citadas, através do teste de sanidade de sementes. Dois Vizinhos, 2018.

Cultivares
Fungos
NS6909IPRO TMG7062 NA5909RG P955R51
Fusarium sp. 17,75 a 15,75 a 12,25 a 17,62 a
Penicillium sp. Oa 0,5a 50a Oa
Rhizoctonia sp. 0,125 a 0,375 a 0,25 a Oa
Colletotrichum sp. 0,12 a 0,37 a 0,62 a Oa
Cladosporium sp. 0,37b 0,25 b 21,37 a Ob
Trichoderma sp. Oa Oa 0,5a Oa

Aspergillus sp. 3,37b 25Db 8,5a 6,62 a
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Cercospora sp. 0,75b 0,75 b Ob 11,37 a
Macrophomina sp. Ob 0b Ob 12
Phomopsis sp. 0,37 a 0,12 a Oa Oa
Alternaria sp. 3,5a 0,75 a Oa Oa
Rhizopus sp. Oa 0,52 Oa Oa
Chaetomium sp. Oa 0,12a Oa Oa

Percentagem de incidéncia seguidas de letras mindsculas na linha diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Todas as medias foram transformadas (Vx+k [k=1]

A cultivar TMG7062, apresentou a incidéncia dos mesmos géneros fungicos
da cultivar NS6909IPRO, com destaque para o género fungico Fusarium sp., porem
apresentou também a incidéncia do género fungico Penicilium sp., Rhizopus sp., e

Chaetomium sp..

Hamawaki et al. (2001), também verificou a incidéncia de géneros fungicos em
em diferentes gendtipos de soja, observando também que Fusarium sp., foi 0 género
mais incidente em todos 0s genoétipos, 0s que apresentaram maior incidéncia foram
FT-20 com 35,17%, FT-2002 com 29,69% e FT-2003 com 29,64%. O mesmo autor,
avaliou a qualidade fisiolégica e sanitaria de diferentes gendétipos de soja, e
constatou que o gendtipo CSP-2 apresentou a maior incidéncia de C. dematium com
(3,10%).

A cultivar NA5909RG apresentou 0os mesmos géneros fungicos das demais,
exceto os contaminantes Aspergillus sp. e Cladosporium sp., e diferentemente das
demais demostrou a incidéncia de Trichoderma sp..

Pereira (2008), realizou teste de sanidade de sementes, em sementes das
cultivares Embrapa 48 e Emgopa 313 antes de conduzir o experimento a campo,
realizado para a verificacdo da qualidade sanitaria das sementes utilizadas,
encontrou a incidéncia de géneros fungicos como Fusarium sp., Penicilium sp.,

Rizophus sp., Trichoderma sp., nas duas cultivares testadas.

A cultivar P95R51 exibiu os géneros fungicos Fusarium sp., Aspergillus sp.,
Cercospora sp., e Macrophomina sp.. Se destacando como a cultivar com menores

indices de géneros fungicos.
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Em experimento semelhante, Bringel et al. (2001) pode concluir a cultivar
BRSMA Jucara apresentou as maiores porcentagens de incidéncia dos fungos

Cercospora kikuchii e Fusarium spp. (26% e 42%, respectivamente).

Em avaliagdo da qualidade sanitdria de sementes de soja, Minuzzi et al.,
(2009), também observou que os principais géneros de patdgenos presentes nas
sementes foram: Aspergillus spp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum dematium,

Fusarium semitectum e Phomopsis spp..

O género Fusarium sp., foi 0 que mais apresentou incidéncia nos lotes de
sementes estudados, estando presente em 17,75% no lote da cultivar NS6909IPRO,
15,75% para a cultivar TMG7062, 12,25 para a cultivar NA5909RG e 17,62 para a
cultivar P95R51.

Pereira et al., (2003), avaliou a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes
de sete cultivares precoces de soja (EMGOPA 304, EMGOPA 309, EMGOPA 316,
EMBRAPA 1, EMBRAPA 4, Rainha e ltiquira), produzidas em trés épocas de
semeadura (convencional, em 20/11; antecipada, em 30/10; e retardada,
em 30/12/1995), e obteve alta incidéncia de Fusarium spp, porém maior incidéncia de
Phomopsis spp em todas as cultivares avaliadas, os efeitos de ambos os patégenos
podem somar-se na deterioracdo das sementes, diminuindo sua qualidade fisiologica

e sanitaria.

Os géneros fungicos identificados através do teste de sanidade de sementes
nas quatro cultivares estudadas foram semelhantes aos identificados por De Souza
(2011), que ao realizar analise sanitaria em sementes de soja, identificou cinco
géneros de fungos com as seguintes incidéncias: Aspergillus sp. 8,53% (Aspergillus
flavus e Aspergillus niger), Rizopus sp. 8,53%, Colletotrichum truncatum 23,64%,

Fusarium semitectum 25,58%, Penicillium sp. 33,72%.

7.2 CARACTERIZACAO DO PATOGENO

7.2.1 Caracteriza¢do microscopica

As colbnias apresentavam inumeros acérvulos superficiais, os conidios (Figura

2A) sao unicelulares, hialinos e falciformes, medindo entre 19,30 a 26,40 x 2 a 4 ym.
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Os microconidios (Figura 2B) por sua vez sao septados, hialinos e ovalados,

medindo entre 7,4 29,3 x2 a4 um.

Figura 02. Caracterizacdo microscopica de conidios (A) e Microconidios (B) de C.
dematium

Fonte. A autora (2018).

Os dados relatados acima, também foram descritos por Goulart (2009), os
conidios do fungo séo hialinos, unicelulares, curvos, medindo 17-31 x 3-4,5 micra e

os conidios geralmente produzem tubos germinativos curtos.

Manandhar & Hartman (1999), também descreveu a caracterizacdo de C.
dematium, As caracteristicas reatadas pelo autor e as descritas no trabalho se

coincidem.

Conforme descrito no Manual de andlise sanitaria 2009, C. dematium
apresenta micélio acinzentado de formacédo irregular de corpos estromaticos
(primérdios de esclerddios), acérvulos se apresentam com forma oval e alongada,
com setas marrons escuras e ocasionalmente massas de conidios de coloracéo bege
a roseéas, conidios sao falcatos, com apices obtusos, hialinos, unicelulares e curvos
(alantoides)., com conidiéforos que estdo no interior dos aceérvulos, com tamanho

variando entre 15,5-24 x 3,5-4um.

7.2.2 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfologica foi realizada em duas etapas, a avaliacdo da

forma, elevacdo e margem da coldnia foi realizada aos 7 dias apds repicagem do
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isolado, enquanto a coloragdo da mesma foi realizada apos 15 dias. Para a
caracterizagdo morfologica, o isolado foi repicado em placas de Petri contendo meio
de cultura BDA.

O isolado de C. dematium apresenta margem filamentosa (Figura 3A), forma
circular da colénia (Figura 3B), elevacédo plana (Figura 3C) e A coloragéo da colbnia

foi classificada como 5Y4/2 cinza oliva escuro (dark olive gray) (Figura 3D).

Figura 03. Caracterizagcdo morfologica de C. dematium. A. Margem filamentosa. B.

Colbnia circular. C. Elevacgao plana. D. Coloracao da colbnia

Fonte: A autora (2018).

7.2.3 Crescimento micelial

A taxa de crescimento micelial foi avaliada em intervalos de vinte e quatro
horas, por um periodo de dez dias, pela medi¢cdo do diametro da colbnia em dois
sentidos opostos de cada placa de Petri®, e através dos valores diarios em
milimetros de crescimento do fungo, realizou-se o célculo da média de crescimento

micelial e o indice de velocidade de crescimento micelial por placa.

Na tabela 04, pode-se observar os dois meios de cultura utilizados, o meio de

cultura BDA demostrou um crescimento micelial superior ao meio Mathur para C.
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dematium. As placas cultivadas em meio de cultura Mathur obtiveram crescimento

mais lento que as de meio de cultura BDA, discordando das informagdes literarias.

Ja as placas cultivadas em meio BDA, obtiveram maiores taxas de
crescimento micelial de C. dematium, e ndo sofreram influéncia de contaminagdes
nos dez dias de avaliacdo. As placas com meio de cultura BDA, tiveram fechamento
completo de todas as placas no nono dia de crescimento micelial e as placas com
meio de cultura Mathur tiveram fechamento completo de todas as placas no décimo

dia de avaliagéo.

Tabela 04. Avaliacdo do crescimento micelial de C. dematium em diferentes meios
de cultura. Dois Vizinhos, 2018.

Tratamentos MCM IVCM
Meio de Cultura B.D.A. 7.95 a 0.074
Meio de Cultura Mathur 6.96 b 0.027

Crescimento micelial de C. dematium

9 -
T
=7
8
R
E 5
g 4 —#— Meio de Cultura Mathur
E 37 == Meio de Cultura B.D.A.
Q) -
@
S 1

0 T T T T T 1
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Figura 4. Avaliagéo do crescimento micelial de C. dematium em dez dias de

incubacéo. Dois Vizinhos, 2018.
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De acordo com a Figura 4, os meios de culturas utilizados possuiram médias
diferentes, destacando o meio de cultura BDA para o crescimento micelial de C.

dematium, demostrando estatisticamente que os dois tratamentos diferiram entre si.

Figura 4. Placa de Petri® com meio de cultura, com crescimento micelial de C.
dematium com dez dias de incubacao. A: Meio de Cultura BDA. B. Meio de Cultura
Mathur

Fonte: A autora (2018).

7.3 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES

O fungo C. dematium foi avaliado quanto a capacidade do mesmo produzir
enzimas extracelulares, sendo observada a formacdo de halo para essa avaliacao.
Os resultados das avaliagbes da producdo de enzimas extracelulares celulase,

protease e esterases estao apresentados na tabela 05 abaixo.

Tabela 05. Avaliagédo de producdo de enzimas extracelulares. Dois Vizinhos, 2018.

Enzima Média Crescimento  Média formacdo de Relacdo Média
Avaliada Micelial Halo H/C H/C
Proteases 24,33 35,25 1,45

145a

24,30 35,80 1,47
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24,35
Celulases 24,25
25,00
32,12
Esterases 28,52
29,02
28,02

34,70
26,75
26,90
36,70
31,27
32,35
30,20

1,43
1,10
1,08
1,14
1,10
1,11
1,08

1,11 b

1,10 b

Média da relacdo H/C seguidas de letras minusculas na coluna diferem entre si, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os resultados apontam que o patdégeno C. dematium apresenta producao das

trés enzimas, sendo sua maior producdo da enzima protease quando comparado

com as outras enzimas avaliadas. JA as enzimas celulase e esterase nao se

diferenciaram estatisticamente entre si. A formacg&o de halo pode ser observada na

figura 05 abaixo.

Figura 05. Formacgé&o de halo enzimatico do patégeno C. dematium. A:

Celulases; B: Esterases; C: Proteases.

Fonte: A autora (2018).

A formacgédo do halo nas placas da figura 05, destaca a enzima protease com a

formacao de halo de degradacéo superior as demais enzimas testadas.

As atividades enziméticas de fungos fitopatogénicos tém sido bastante

utilizadas para caracterizacdo de variabilidade fisiologica dos isolados, uma vez que

sua atividade patogénica esta diretamente relacionada a capacidade de producéo de
enzimas degradadoras da parede celular vegetal (HANCOCK & MILLAR, 1995).
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Poloni (2008) destaca que a enzima celulase desempenha importante papel
na patogenicidade de fungos, sendo a celulose o principal constituinte da parede
celular vegetal. A enzima esterase por sua vez se encontra em um conjunto de
enzimas que utilizam diversos substratos, normalmente de origem externa que
respondem diretamente & diversidade ambiental (GILLESPIE & LANGLEY, 1974).

Pascholati et al. (1992), também observou a ultraestrutura da interacéo
patogeno/hospedeiro, conferiram a existéncia de esterase junto aos esporos de
Erysiphe graminis D.C. f.sp. hordei Marchal, durante a penetragcdo destes nas células

hospedeiras.

Poloni (2008), em estudo com diferentes isolados de Bipolaris sorokiniana,
afirmar, que os isolados analisados demonstraram atividade enzimatica maior para
esterases do que para as outras enzimas testadas. Isto deu-se importancia, pela
significativa influéncia de tais enzimas na fase que deu inicio a tal processo de
aderéncia e invasdo do tecido vegetal por fungos fitopatogénicos. Considerando-se
as respostas para todas as enzimas testadas, apenas as enzimas amilases e
celulases foram produzidas por todos os isolados.

Citada também por Bastos (2005), a producdo de enzimas proteases foi
detectada para todos os isolados do fungo Crinipellis perniciosa. Poloni (2008),
ainda demostra que as enzimas esterases apresentaram os mais altos indices de
H/C, que foram de 2,95 para o isolado 98017. Lealem & Gashe (1994), valores de
indice de atividade enziméatica mais indicados sdo maior/igual a 2,0 para certificar a

habilidade de um microrganismo em degradar substratos em meio soélido.

Lima Filho et al., (2003), também avaliou a capacidade de diferentes isolados
de Colletotrichum sp., em produzir enzimas extracelulares, todos os isolados
mostram-se capazes de produzir as enzimas amilase, celulase, lipase e protease,
constatadas atraves do halo de degradacéo produzido em meio de cultura especifico,
a enzima protease se destacou evidentemente durante a degradagdo do meio
especifico, todos os isolados testados mostraram capacidade em produzi-la, com
destaque para o isolado BAN (10,24 mm) que causou o maior halo de degradacéo,
diferindo dos demais isolados CAJ, MG, MM e MR.

Bueno et al., (2009), avaliou diferentes isolados de Fusarium solani, de

maracujazeiro amarelo, e verificou que todos os isolados produzem as enzimas
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extracelulares amilase, lipase, celulase, proteases. Entretanto, a quantidade de cada

enzima produzida, diferenciaram-se entre os isolados.

7.4 TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA

Para as quatro cultivares estudadas, observou-se que todas apresentaram
morte pré-emergente (E5) das sementes devido a incidéncia do patdgeno nas
mesmas. Nenhuma das sementes apresentou germinacdo durante o periodo
avaliado, o que comprova que o patdégeno foi transmitido em todas plantulas de soja

das cultivares avaliadas.

Na inoculacdo das sementes, o fungo permaneceu em contato com a semente
por cinco dias, tempo o suficiente para a infeccdo do patégeno, causando morte pré
emergente de todas as sementes.

A morte pré-emergente de sementes € ocorrente devido & capacidade que o
patbgeno apresenta em colonizar tecidos mais sensiveis durante o processo de
germinacao, causando a morte da plantula antes da mesma atingir a superficie do
solo, pois ocorre uma competicdo entre o patbgeno em desenvolvimento e a semente
em germinacao (SULTANA; RASHID, 2012).

Segundo Henning & Franca-Neto (1980), analisando a viabilidade de
sementes de soja com elevada incidéncia de Phomopsis sp., através da germinacéo
em laborat6rio, concluiram que a presenca do fungo no tegumento das sementes foi
relevante, pois afetou negativamente os indices de germinacdo das sementes de
soja., Os mesmos autores também testaram a germinacdo em sementes com alta
incidéncia de Fusarium sp., houve a morte das sementes mesmo antes da emissao

da radicula.

A morte pré emergéncia de todas as sementes das quatro cultivares, deve-se
ao tempo de inoculacdo ou seja, 0 tempo em que as sementes ficaram em contato
com o patogeno, foi eficiente a infeccdo pelo mesmo, demostrando a agressividade

do fungo sobre as sementes.

Galli, et al., (2005), também afirma que para fungos muito agressivos como C.
dematium na inoculacdo de sementes de soja, ndo ha necessidade de periodos

maiores que 48h, que é o menor tempo utilizado, pois o fungo possui agressividade



38

de infeccdo e neste tempo obteve-se quase 100% de infeccdo do mesmo na

semente.

Machado et al., (2008), Araujo et al., (2006) ao estudarem a infeccdo de
sementes de soja por A. ochraceus, afirmam que é possivel obter variados niveis de
in6culo do patégeno nas sementes e consequentemente niveis de infeccdo, que

podem retardar ou inibir a germinacédo das sementes.

7.4.1 Potencial de in6culo

Os resultados obtidos das avaliacbes de potencial de inoculo para as quatro
cultivares estudadas, podem ser observadas na tabela 06. As sementes foram
divididas em quatro niveis de potencial de in6culo como nivel 1: 0-25%, nivel 2:
25,1%-50%, nivel 3: 50,1%-75%, nivel 4: 75,1%-100%, conforme metodologia
proposta por Hernandez (2016).

Tabela 06: Diferentes potenciais de inoculo de C. dematium em sementes de quatro
cultivares de soja. Dois Vizinhos, 2018.

Cultivares 0-25% 25,1 - 50% 50,1 - 75% 75,1 - 100%
NS6909IPRO 2 6 24,5 67,5
TMG7062 3 7 2 88
NAS909RG 8 23 10 59
PO5R51 4,5 11 15,5 69

Média da relacdo H/C seguidas de letras minusculas na coluna diferem entre si, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A maior percentagem de inoculo ocorreu no nivel 4, com sementes

colonizadas entre 75,1 e 100% da superficie das mesmas para todas as cultivares.

A cultivar NS6909IPRO apresentou a maioria das sementes com mais de 50%
de inoculacao, apresentando um quadro crescente de quantidade de sementes com

altos potenciais de inoculo por escala avaliada conforme aumentou-se o indice.
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A cultivar TMG7062, também apresentou maior percentagem de inéculo no
nivel 4, com sementes colonizadas entre entre 75,1 e 100%, sendo a cultivar que
expressou maior potencial de inodculo de C. dematium nas sementes, durante o

mesmo tempo de inoculacao.

Para a cultivar NA5909RG, houve destaque nos niveis 1 e 2, se sobressaindo
nestes niveis, diferenciando-se das demais cultivares. Por fim, a cultivar P95R51, se
destacou no potencial de inoculo nivel 1, se diferenciando de todas as outras.

Todas as cultivares se diferenciaram entre si, demostrando através dos
diferentes niveis de potencial de in6culo que as cultivares TMG7062 e P95R51,
possuiram maior percentagens de sementes no nivel 4, confirmando que as mesmas
possuem maior suscetibilidade a infeccdo por C. dematium. Segundo Hernandéz
(2016), o potencial de in6culo de um patégeno sobre a semente influéncia
diretamente na transmissdo semente-plantula e na severidade dos danos

ocasionados na semente e na plantula.

Deste modo, a definicdo do potencial de in6culo na superficie da semente é
um fator a ser considerado no decorrer de uma analise sanitaria, pois pode indicar o
potencial de infeccdo do patégeno em determinado lote de semente, indicando
também a condicao sanitaria do mesmo, servindo de informacéo para cada tomada

de decisao no controle de patbgenos em sementes.
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Figura 06: Diferentes niveis de potencial de inéculo em sementes da cultivar
PO5R51, da direita para a esquerda demostrando os quatro niveis: nivel 1: 0-25%,
nivel 2: 25,1%-50%, nivel 3: 50,1%-75%, nivel 4: 75,1%-100%.

Fonte: A autora (2018).

E provavel que as cultivares TMG7062 e P95R51, se fossem inseridas a
campos, com estes potenciais de in6culo, mostrariam altos niveis de incidéncia da
doenca. De acordo com Dhingra (2005), quanto mais severa a infeccdo pelo
patdgeno na semente, nos tecidos mais profundos, as chances de ser produzida uma
plantula infectada aumentam, por fim, em condicbes ambientais favoraveis ao

patdégeno, o inéculo externo pode ser transmitido.

Da Silva Rocha (2014), estudou danos causados por diferentes potenciais de
in6culo de A. ochraceus, em sementes de soja, e observou que houve reducéo
drastica no vigor das sementes com o aumento do nivel de indculo sobre a superficie
das mesmas., em um nivel de 50% de in6culo houve reducao de 80% na germinacgao
e emergéncia de plantulas, influenciando diretamente no vigor das sementes, e com
niveis acima de 50% de in6culo houve destruicdo dos tecidos e perda da qualidade e

viabilidade das mesma.

7.5 VIRULENCIA DO PATOGENO

A viruléncia do patdgeno foi avaliada de acordo com a sintomatologia da
doenca em folhas destacadas das cultivares de soja descritas na tabela 07, os
sintomas estdo divididos na tabela como lesdo, mancha, clorose e acérvulos,

demonstrando a agressividade do patdgeno através da quantificacdo de sintomas.

Tabela 07: Viruléncia de C. dematium, através da quantificacéo de lesdes, manchas,

clorose e acérvulos nas cultivares estudadas. Dois Vizinhos, 2018.

Avaliacdo de severidade de doenca
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Dias de Inoculagao NS6909IPRO TMG7062 NA5909RG P95R51

1 0.00 f 0.00d 0.95e 1.301i

2 0.00 f 0.00d 1.57 d 1.30i

3 0.00 f 0.00d 4.15c¢ 7.35h

4 0.00 f 0.00d 6.25b 7.98¢g

9 5 0.00 f 0.00d 6.25b 19.85 f
§ 6 2.80 e 6.65 C 6.30 b 39.50 e
7 3.06d 12.45 b 11.00a  45.20d

8 4.10c¢ 13.50 b 11.00a  45.60c

9 5.80b 19.23 a 11.00a  49.60b
10 6.45 a 20.77 a 11.00a  51.85a

1 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.36i

2 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.40 h

3 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 1.05 g

4 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 1.05 g

‘sﬁ 5 0.00 c 0.00 f 0.55 b 13.95 f
§ 6 0.00 ¢ 0.72e 0.55b 24.55 e
7 0.00 ¢ 2.22d 1.55 a 25.25 d

8 0.00 ¢ 2.96 ¢ 1.55 a 30.20 ¢

9 1.42b 3.80b 1.55 a 49.60 b
10 220 a 4.20 a 1.55 a 51.85 a

1 0.00 ¢ 0.00d 0.00 e 0.00d

2 0.00 ¢ 0.00d 0.00 e 0.00 d

3 0.00 ¢ 0.05¢ 0.00 e 0,10 ¢

4 0.00 ¢ 0.05¢ 0.00 e 0.30b

g 5 0.00 ¢ 0.05¢ 0.10d 0.30b
S 6 0.00 ¢ 0.05¢ 0.10d 0.30 b
7 0.00 ¢ 0.05c¢ 0.30 ¢ 0.40 a

8 0.00 ¢ 0.15¢ 0.60b 0.40 a

9 0.40b 0.35¢ 1.00 a 0.40 a

10 0.70 a 0.90 ¢ 1.00 a 0.40 a
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1 0.00 b 0.00 0.00 a 0.00 g
2 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 0.00 g
3 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 0.00 g
4 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 0.00 g
g 5 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 0.10 f
‘g 6 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 0.50
7 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 1.00d
8 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 a 2.25¢
9 0.00 b 4.28 b 0.00 a 4.15b
10 446 a 65.39 a 0.00 a 24.00 a

Média da relacdo H/C seguidas de letras minusculas na coluna diferem entre si, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Com base nos dados obtidos através das médias citados na tabela, observa-
se que houve diferenca de suscetibilidade entre as cultivares, através da severidade
dos sintomas como: lesdes, manchas, cloroses e acérvulos, nas cultivares
NA5909RG e P95R51 as lesdes iniciaram-se desde o primeiro dia apds a inoculacgao,
evoluindo para manchas no quinto e sexto dia, com maior severidade para a cultivar
P95R51 demostrando maior incidéncia de manchas a partir do quarto dia apos
inoculacdo, 0 que demonstra que as mesmas possuem maior suscetibilidade a

doenca.

A cultivar P95R51 apresentou uma média superior as demais em relacdo a
incidéncia de lesBes que tiveram inicio desde os primeiros dias de avaliacdo. As
cultivares NA5909RG e P95R51 se mostraram muito mais suscetiveis que as
demais. Sendo que a NA5909RG, apresentou alta incidéncia de lesbes, clorose e

nao apresentou a incidéncia de acérvulos.

A tabela 07, nos mostra que nas cultivares NS6909IPRO e TMG7062, os
sintomas iniciaram-se no quinto dia apos a inoculagcdo, com lesdes pequenas. Visto
gue, somente no sexto dia iniciaram -se as lesdes em maior quantidade na cultivar
TMG7062, evoluindo para manchas e baixa incidéncia de cloroses, demonstrando
gque ambas possem maior resisténcia ao ataque do patdgeno, pois a doenca se
expressou com maior severidade a partir do quinto dia apdés a inoculacdo, as

cultivares apresentaram maior capacidade de suportar a infeccdo a doenca.
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Com alta incidéncia de acérvulos, pelas cultivares NS6909IPRO e TMG7062
podemos observar que para o patdégeno aderir sua patogenicidade através da
severidade de sintomas, houve a necessidade de produzir maiores quantidades de
acérvulos que sao as frutificacdes do fungo, onde o mesmo produz e libera maiores
quantidades de conidios, para dar inicio a novas infec¢cdes, aumentando sua

severidade sobre o hospedeiro.

Na cultivar NS6909IPRO, as lesbes apresentaram-se com menor intensidade
em relagdo a todas as cultivares estudadas, porém houve alta incidéncia de
acérvulos nos ultimos dias apés a inoculacgéo, diferentemente da cultivar NA5909RG
gue ndo demonstrou a incidéncia de acérvulos de C. dematium. Estes resultados

demonstram a resisténcia da cultivar NS6909IPRO a infeccéo pelo patégeno.

Medeiros et al., (2008), afirma que patégenos do género Colletotrichum sp.,
sdo capazes de acometer seus hospedeiros com diferentes niveis de intensidade.
Como decorréncia dessa variabilidade especifica das espécies do género
Colletotrichum sp., supde-se que provavelmente existam reacOes distintas de
resisténcia ou suscetibilidade das cultivares diante do patégeno.

Nas figuras abaixo, pode-se observar os sintomas ocorridos em cada cultivar
ao longo dos dias de avaliacdo apds a inoculacdo das mesmas com C. dematium, de
acordo com a severidade dos sintomas da doenca nas folhas destacadas. Mesmo
nas cultivares que se destacaram suscetiveis para a producdo de os sintomas
iniciaram a partir do quinto dia de avaliacdo apés a inoculacéo, e formando manchas,

cloroses e grande producéo de acérvulos.

J& nas outras cultivares, os sintomas manifestaram-se mais cedo, com lesfes
pequenas, ndo houve tanta severidade do patdogeno até o fim das avaliacGes, por
conta da resisténcia das cultivares, neste tempo de infec¢cdo da doenca. As manchas
e cloroses apresentaram-se com intensidade em cultivares suscetiveis desde a
primeira semana de avaliagdo ap0s a inoculagdo do patdgeno, as manchas

ocasionaram lesfes grandes e deram inicio as cloroses em toda a folha.

As condi¢bes de aclimatagdo das cultivares, contribuiram para a produgédo de
sintomas, algumas podem ter diferido em relacdo a isso também, necessitando de
mais ou menos umidade, temperatura, luz e molhamento foliar, apesar que todas as
cultivares receberam as mesmas condicfes controladas de temperaturas, umidade e

luz.



44

Na figura abaixo, podemos observar os diferentes sintomas de C. dematium
nas folhas de cada cultivar estudada, o patdogeno atuou de forma distinta em cada

uma delas, demostrando sua severidade através dos sintomas diagnosticados.

Figura 7. Avanco da doenca nas folhas de soja. A. Cultivar NS6909IPRO. B, Cultivar
TMG7062; C. Cultuvar NA5909RG; D.Cultivar P95R51.

Fonte: A autora (2018).

As cultivares demostraram diferentes tipos de resisténcia ao patdgeno, pois se
diferiram em relacdo a incidéncia dos sintomas, evidenciando que as mesmas
possuem diferentes mecanismos de defesa pelo patégeno C. dematium, porem todas

as cultivares se mostraram de alguma forma suscetiveis ao patdégeno.
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Em estudo com o maracujazeiro amarelo, Martins et al. (2008), verificou a
reacdo de genotipos ao Colletotrichum gloeosporioides, ndo encontrando genoétipos
resistentes, mesmo que a comparacdo das mesmas tenha revelado diferencas
significativas, pois pode ter ocorrido diferentes mecanismos de defesa presentes no

hospedeiro, porem todas apresentaram-se suscetiveis a Antracnose.

A cultivar TMG7062, demostrou baixa incidéncia de cloroses, porém as
cloroses ocorreram de forma rapida e homogénea nas folhas, evoluindo rapidamente,
contribuindo com a formacéo de acérvulos posteriormente, 0 que expressa que a

mesma se mostra resistente a C. dematium.

As cultivares NA5909RG e P95R51 se mostraram muito mais suscetiveis que
as demais. Sendo que a NA5909RG, apresentou alta incidéncia de lesdes, clorose e
ndo apresentou a incidéncia de acérvulos, no décimo dia apds a inoculacéo as folhas
se mostraram com alta incidéncia de lesBes e clorose, tornando-se totalmente

destruidas.

A cultivar P95R51 apresentou uma média superior as demais em relacdo a
incidéncia de lesdes, ao final das avaliagdes nos ultimos dias apos a inoculacédo, as

folhas demonstraram-se destruidas pela alta incidéncia de micélio nas mesmas.

De acordo com Munch et al., (2008), o aparecimento dos sintomas da doenca,
denotam do tempo e do comportamento hemibiotréfico do género Colletotrichum sp.,
da resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro e da viruléncia do patégeno
(CHONGO et al., 2002).

Nechet et al., (2004), avaliou diferentes gendétipos de soja em relagdo a C.
truncatum, em condi¢cdes ambientais de Roraima, e péde observar que os genétipos
Tracaja, Pati e UFV-9 apresentaram menor quantidade de vagens com antracnose,
enquanto os genotipos IAC-8 e IAC 8-2 apresentaram 29 e 26% de vagens com 0

aparecimento de sintomas, respectivamente.

Singh et al., (2001); Chongo & Bernier, (2000). Ghawde et al. (1996), testaram
diferentes cultivares de soja, na identificagdo de genotipos resistentes a C.
truncatum, e puderam constatar a ocorréncia de cultivares com altos graus de
resisténcia onde, mesmo em condi¢cdes que favoreciam o desenvolvimento do
patogeno 37% das cultivares se mostraram resistentes e 57% meramente

resistentes.
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Incidéncia de Lesoes de C. dematium
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Figura 08. Incidéncia de lesdes de C. dematium, durante dez dias de avaliagdes nas
quatro cultivares estudadas.

Fonte: A autora (2018).

Conforme o exposto pela Figura 08, a cultivar que mais se destacou em
relacdo a incidencia de ledes de C. dematium foi a P95R51, ja dando inicio aos
sintomas de lesdo, a partir do primeiro dia de avaliacdo ap6s a inoculacdo, até o

décimo dia, o que caracteriza a cultivar como suscetivel ao patdégeno.

Chongo et al., (2002), estudou cultivares suscetiveis de lentilha, (Lens
culinaris) ao fungo C. truncatum, e constatou que o aparecimento de lesdes variou de
72 a 144 horas e de até 14 dias ap6és a inoculacao, em cultivares resistentes.

A incidencia de lesGes ataca a area foliar fotossintética da planta, diminuindo a
realizacdo da fotossintese, e consequentemente a produtividade da cultura. Em
cultivares suscetiveis as lesdes além de iniciarem logo apos a inoculagédo, avangam
rapidamente, tomando conta de toda area foliar fotossintética caso que ocorre,

diminuindo a capacidade da planta em se desenvolver e progredir.

Carvalho (2009), verificou a patogenicidade de Colletotrichum truncatum em
gendtipos de feijdo-fava, também utilizando a metodologia de folhas destacadas,
observou que os primeiros sintomas apareceram em trés dias apos a inoculacéo para

todos os genotipos, ndo apresentando diferencas significativas do nivel de infeccao
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aos cinco dias apo0s a inoculacdo e aos sete, demostrando suscetibilidade ao
patbgeno em estudo.

A cultivar NA5909IPRO tambem se destacou pela suscetibilidade de
apresentar lesdes ja no primeiro dia apos a inoculacdo, em contra partida, as demais
cultivares TMG7062 e NS5909RG iniciaram os sintomas de lesGes somente a partir
do quinto dia de avaliacdo apoOs a inoculacdo, porem a cultivar TMG7062 teve
destaque na incidencia de lesdes em relacéo a cultivar NS5909RG, a partir do quinto
dia de avaliacdo os sintomas iniciaram-se com maior incidencia e severidade na
cultivar TMG7062.

Munch et al., (2008), também avaliou a incidéncia de lesGes e sintomas de
Colletotrichum sp., e ressalta que a fase necrética inicia entre 48 a 72 horas apés a
inoculacdo dependendo do hospedeiro e das condigcbes ambientais, principalmente
umidade e molhamento foliar. Reforca-se que as condicfes oferecidas ao patégeno

influenciam diretamente na quantificacdo da sintomatologia.

Medeiros, (2004), Medeiros et al., (2008). Através da inoculacdo de diferentes
racas de C. lindemuthianum em cultivares de feijoeiro, foi observado o
desenvolvimento dos sintomas da doenca nas folhas mais novas, nos estadios
iniciais da planta, com pequenas lesbes, demonstrando que a idade da planta
influencia na sua suscetibilidade ao patégeno.

As avaliacbes se deram durante os dez dias apls inoculacdo, sendo
finalizadas quando as folhas pararam de apresentar sintomas, assim como realizado
por Dalla Pria (2003), ao avaliar a quantificacdo de componentes monociclicos da
antracnose do feijoeiro, através de avaliacdes que seguiram a intervalos de 12 ou 24
h, até surgir os primeiros sintomas, dependendo da velocidade de crescimento da
doenca, e finalizaram quando a porcentagem de tecido atacado ndo apresentava

aumento.
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Incidénca de Manchas de C. dematium
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Figura 09. Incidéncia de manchas de C. dematium, durante dez dias de avaliagbes

nas quatro cultivares estudadas.

Fonte: A autora (2018).

Conforme a figura 09, pode-se observar que a incidencia de manchas ocorreu
com maior frequencia na cultivar P95R51, desde o primeiro dia de avaliacdo apés a
inoculacao e posteriormente, evoluindo a partir do quarto dia de avaliagdo apls a
inoculacdo, em relacdo a incidencia de manchas as demais cultivares nao
demonstraram diferencas significativas entre si até o sexto dia apdés a inoculacao,

obtendo um leve aumento posteriormente para todas as cultivares.
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Figura 10. Incidéncia de clorose de C. dematium, durante dez dias de avaliagbes nas
quatro cultivares estudadas.

Fonte: A autora (2018).

De acordo com a figura 10, a incidéncia de clorose para todas as cultivares foi
expressiva, poisas médias de incidéncia de clorose diferem pouco entre si, as
cultivares NS6909IPRO e TMG7062 mantiveram-se semelhantes até o sexto dia
apos a inoculacdo, exceto a P95R51 que se destaca a partir do quarto dia apos a
inoculag&o, amplificando a incidéncia de clorose até o sexto dia e se mantendo até o
final das avaliacdes. A cultivar NASG909RG se destacou em relacdo as outras
cultivares a partir do sexto dia apos a inoculacdo, apresentando maior incidéncia de

clorose.

Lins et al., (2007), estudou a infeccdo de plantas de café por Colletotruchum
spp., 0 patdgeno colonizou os tecidos vegetais das folhas, invadidos por hifas de
todos os isolados a partir de 48 horas apds a inoculacdo das plantas e isso ficou
evidenciado até 144 dias ap0s a inoculacdo. As hifas colonizaram todo o tecido do
hospedeiro em todas as direcdes da folha, formando clorose, causando destruicéo

extensiva dos tecidos das folhas.

Incidéncia de Acérvulos de C. dematium
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Figura 11. Incidéncia de Acérvulos de C. dematium, durante dez dias de avaliagdes
nas quatro cultivares estudadas.

Fonte: A autora (2018).
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A incidéncia de acérvulos foi superior para a cultivar TMG7062, e inferior para
a cultivar NA5909RG. Em contra-partida, a partir do nono e décimo dia apds a
inoculacao, iniciou-se a incidéncia de acérvulos de forma expressiva e acentuada.
Lins et al., (2007) avaliou a producdo de acérvulos em de Colletotrichum spp. em
plantulas de cafeeiro, e teve resultados de que os acérvulos produzidos por C.
dematium foram observados a partir de 96 dias apds a inoculacéo das plantulas de
café, com producdo de setas pontiagudas sem producdo de conidios nas

extremidades.

Os resultados demostram que a cultivar TMG7062, possuiu maior incidéncia
na producdo de acérvulos, provenientes de elevado crescimento micelial do
patdgeno e aglomeracdo de conidios e conidiéforos, demostrando a severidade do

fungo, na utilizacdo de diferentes mecanismos de infeccéo.

Orozco (2003), também descreveu a formacdo de acérvulos, porém em
tecidos de cafeeiro inoculados com C. gloeosporioides e observou a incidéncia de
acérvulos em microscopio de luz, nove dias apés a inoculacdo, assim como foi

visualizado no presente trabalho.




Figura 12: Alta incidéncia de acérvulos na cultivar TMG7062.

Fonte: A autora (2018).
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8 CONCLUSAO

Para a transmissdo semente-plantula, todas as cultivares apresentaram morte

pré-emergente.

O potencial de inoculo foi significativo para todas as cultivares, em sua maioria

sendo quantificado em 75-100% de in6culo do patdgeno nas sementes.

Em relagéo a severidade de C. dematium, a cultivar P95R51 apresentou uma
média superior as demais em relacdo a incidéncia de les6es e de manchas, para a
incidéncia de cloroses e acérvulos foi inferior, porem incidiu todos os sintomas de

forma significativa, demonstrando-se altamente suscetivel,

Na cultivar NS6909IPRO, as lesdes apresentaram-se com menor intensidade
em relacdo a todas as cultivares estudadas, houve alta incidéncia de cloroses e

acérvulos nos ultimos dias apos a inoculacgéo;

A cultivar NA5909RG, apresentou alta incidéncia de lesdes, cloroses e néo

apresentou a incidéncia de acérvulos;

Na cultivar TMG7062, a incidéncia de lesbes foi alta, de cloroses foi
significativa em relacdo as demais, e de acérvulos foi superior, demonstrando-se

resistente a infec¢do de C. dematium.
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