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Silvestre, Kamilla do Carmo. Métodos de inoculagao para selegao de gendtipos de
soja resistentes a mancha-alvo e agressividade de isolados de Corynespora
cassiicola. 2023. 66 p. Dissertacdo (mestrado em agronomia) —Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

O fungo Corynespora cassiicola, agente causal da mancha-alvo, encontra-se
distribuido em todas as regides brasileiras produtoras de soja, acarretando
impacto negativo na produgao, principalmente na regido do cerrado. O uso de
cultivares resistentes configura-se como uma estratégia viavel e de menor impacto
ambiental para o controle da doenga. A avaliagdo precoce da doenga beneficia
programas de melhoramento genético, por permitir avangar mais rapidamente
etapas de selecdo dos gendtipos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi: a)
desenvolver uma escala para avaliagado da mancha-alvo em cotilédone de soja; b)
avaliar métodos de inoculacédo de C. cassiicola em ambiente controlado que se
correlacionem com dados de severidade da mancha-alvo em condigdes de campo
e; c) avaliar a agressividade de seis isolados de C. cassiicola de diferentes regides
produtoras de soja do Brasil. Para elaboracdo e validacdo de uma escala
diagramatica, para avaliagdo de mancha-alvo em cotilédones de soja, foram
obtidos 40 cotilédones com diferentes niveis de severidade e fotografados com
camera digital. A partir das imagens foi determinada a porcentagem real de
severidade com o software Assess®. Foram estabelecidos os limites minimo e
maximo de severidade da escala e os valores intermediarios foram determinados
com base na lei do estimulo visual de Weber-Fechner. A escala proposta esta
constituida por cinco niveis de severidade, sendo eles: 0,3%; 2,9%; 20,8%; 70,0%
e 95,4%. Para a validacado da escala, as imagens foram analisadas duas vezes
(sem e com a escala) por oito avaliadores sem experiéncia na quantificagdo de
doencgas. As estimativas de severidade com o uso da escala diagramatica proposta
determinaram um aumento significativo do coeficiente de determinagédo e uma
menor variancia dos erros absolutos, proporcionando maiores precisdo e acuracia
das avaliagdes. Para selecdo do método de inoculagdo foram testados o método
tradicional por aspersao e o método de sementes infectadas em 35 cultivares de
soja em casa de vegetagado. A campo os experimentos com as mesmas cultivares
usadas em ambiente controlado foram instalados em Lucas do Rio Verde-MT e
Campo Novo do Parecis-MT, locais com alta pressao de in6culo de mancha-alvo.
Ambos os métodos de inoculagdo foram capazes de distinguir a reagcao dos
gendtipos em casa-de-vegetagao. Entretanto, os resultados da inoculagédo por
sementes infectadas apresentaram maior repetibilidade. O ensaio de Lucas do Rio
Verde foi mais informativo do que o ensaio de Campo Novo do Parecis, pois a
severidade da doenca foi mais alta, apresentando uma correlagdo mais
significativa com os dados de severidade obtidos com inoculagéo artificial de C.
cassiicola em casa-de-vegetagcao. Houve interagdo na relagéo isolado x cultivar,
indicando que a agressividade de isolados de C. cassiicola varia em diferentes
cultivares de soja.

Palavras-chave: Glycine max. Inoculagdo artificial. Resisténcia genética.
Screening.
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ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola, causal agent of the target spot, is distributed in all
Brazilian soybean producing regions, causing a negative impact on production,
especially in the cerrado region. The use of resistant cultivars is a viable strategy with
less environmental impact for disease control. The early evaluation of the disease
benefits genetic improvement programs, as it allows faster progress of genotype
selection stages. Therefore, the objective of this study was: a) to develop a scale for
the evaluation of the target spot in soybean cotyledon; b) evaluate methods of
inoculation of C. cassiicola in a controlled environment that correlate with data on the
severity of the target spot under field conditions and; c) to evaluate the aggressiveness
of six C. cassiicola isolates from different soybean producing regions of Brazil. For the
elaboration and validation of a diagrammatic scale, for the evaluation of target spot in
soybean cotyledons, 40 cotyledons with different levels of severity were obtained and
photographed with a digital camera. From the images was determined the actual
percentage of severity with the Assess software®. The minimum and maximum limits
of severity of the scale were established and the intermediate values were determined
based on Weber-Fechner's law of visual stimulus. The proposed scale is composed of
five levels of severity, namely: 0.3%; 2,9%; 20,8%; 70.0% and 95.4%. For the
validation of the scale, the images were analyzed twice (without and with the scale) by
eight evaluators with no experience in the quantification of diseases. The severity
estimates with the use of the proposed diagrammatic scale determined a significant
increase in the coefficient of determination and a lower variance of absolute errors,
providing greater precision and accuracy of the evaluations. To select the inoculation
method, the traditional sprinkler method and the infected seed method were tested in
35 soybean cultivars in a greenhouse. In the field, the experiments with the same
cultivars used in a controlled environment were installed in Lucas do Rio Verde-MT
and Campo Novo do Parecis-MT sites with high target spot inoculum pressure. Both
inoculation methods were able to distinguish the reaction of genotypes in greenhouse.
However, the results of inoculation by infected seeds showed greater repeatability.
Lucas do Rio Verde's essay was more informative than Campo Novo by Parecis,
because the severity of the disease was higher, presenting a more significant
correlation with the severity data obtained with artificial inoculation of C. cassiicola in
a greenhouse. There was interaction isolate x cultivar, indicating that the
aggressiveness of C. cassiicola isolates varies in different soybean cultivars.

Key words: Artificial inoculation methods. Genetic resistance. Screening.
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1 INTRODUGAO

A soja configura-se como uma cultura de extrema importancia no
cenario econdmico do Brasil. A expansao e o aumento de produgao da cultura estao
vinculados a diversos fatores, dentre eles, os avangos na tecnologia de produgao. A
soja esta sujeita a diversos problemas fitossanitarios que interferem na quantidade e
na qualidade do grao produzido, com destaque para as doengas que podem provocar
perdas significativas.

O fungo Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei é o
agente causal da mancha-alvo da soja e encontra-se disseminado em todas as
regides produtoras do Pais. O sintoma mais caracteristico da doencga é observado nas
folhas e consiste em lesbes necréticas de coloragdo marrom-escuro, circulares que
apresentam um centro escuro contornado por anéis concéntricos, o que remete a um
alvo. As lesdes necréticas causadas pelo fungo ocasionalmente coalescem podendo
provocar a desfolha prematura, em condigdes ambientais favoraveis como
temperaturas elevadas e altos indices pluviométricos. Além das folhas, os sintomas
podem surgir em vagens, caules, sementes e nas raizes.

A incidéncia da doenga aumentou consideravelmente nas principais
cultivares presentes no mercado brasileiro, como consequéncia do uso de cultivares
suscetiveis e menor sensibilidade do fungo aos produtos quimicos frequentemente
aplicados na cultura. Outro fator que colabora com a alta incidéncia da doencga
relaciona-se a variabilidade de isolados do fungo.

Estudos revelam a existéncia de variabilidade entre isolados de C.
cassiicola, sugerindo sua especificidade ao hospedeiro, mas também sua aptidédo em
causar doenca em outros hospedeiros causando infecgdes significativas.

Para o controle da mancha-alvo recomenda-se o uso de cultivares
resistentes, o tratamento de sementes, a rotagdo de culturas com gramineas e o0 uso
de fungicidas. O controle quimico tem sido uma estratégia fundamental para minimizar
os danos provocados pela doenga. Contudo, ja tem sido relatada no Brasil a

resisténcia a fungicidas de isolados de C. cassiicola de soja.

O controle genético pelo uso de cultivares resistentes € considerado
fundamental dentro do manejo integrado, o mesmo deve ser empregado como um

método de longo prazo. Em programas de melhoramento, o sucesso no
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desenvolvimento de cultivares resistentes a patdogenos, comumente necessita de
técnicas que envolvem a reproducado dos sintomas para selegdao dos genotipos
resistentes. Um dos maiores desafios desses programas, é otimizar o processo de
selegdo aumentando a eficiéncia e a uniformizagéo dos resultados.

Considerando a crescente importancia da doenga no cenario
nacional, associada a necessidade de selegdo de cultivares de soja resistentes a
mancha-alvo, este trabalho objetivou: i) elaborar e validar uma escala diagramatica
para avaliagdo de mancha-alvo em cotilédones de soja (Artigo A) ii) testar métodos
de inoculacao de C. cassiicola para selecionar precocemente genaétipos resistentes a
mancha-alvo e correlacionar com a severidade da mancha-alvo em campo com
ocorréncia natural da doencga (Artigo B), e iii) verificar a agressividade de seis isolados
de C. cassiicola de diferentes regides produtoras de soja do Brasil em quatro cultivares
de soja (Artigo C).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SoJA [Glycine max (L.) MERR.]

O continente asiatico é referido como o centro primario de origem da
soja, mais especificamente o nordeste da China. A Manchuria é considerada seu
centro secundario, ou ainda chamado de centro de diversidade genética.
Antigamente, a soja era uma planta de habito rasteiro. Existem indicios de que seu
processo evolutivo se desencadeou por meio de plantas provenientes de
cruzamentos naturais entre duas espécies selvagens. A selegdo e a domesticagéo
ocorreram por volta do século 11 a.C. na China, surgindo plantas eretas e
permitindo a expansdao de seu cultivo (GAZZONI; DALL’AGNOL, 2018;
HYMOWITZ, 1970).

No Brasil, a produ¢do comercial da cultura teve inicio na década de
1960, porém, a ampliacdo da cadeia produtiva da soja transcorreu na década
seguinte. Essa expansao ocorreu principalmente como consequéncia da alta do
preco no mercado mundial durante esse periodo, assim como pelo fato de o pais
escoar sua producao na época que garante as melhores cotagdes, 0 que € uma
vantagem em relagao a outros paises produtores (MONTOYA et al., 2019).

A expansdo da producdo de soja no Brasil sempre esteve
relacionada a evolugado cientifica e tecnolégica do setor agricola. Essa cadeia
produtiva tem sido fundamental para o crescimento do mercado internacional do
Pais (TOLOI et al., 2021). Além disso, esse crescimento causa impacto negativo
na economia de paises produtores e gera receita e renda as familias do ambiente
rural. Em contrapartida, pode afetar a qualidade do ecossistema, exigindo um
maior planejamento dessa expansao (PIRAS; WESZ; GHINOI, 2021).

O processo de expansao da cultura se faz necessario para atender
toda a cadeia produtiva, visto que o complexo produtivo da soja nao se limita
apenas a produgao dos graos, mas também envolve o processamento e a
obtencao de derivados como 6leo bruto e farelo de soja, os quais sao utilizados
como insumos na produgdo de ragao animal, 6leo comestivel e combustivel
(LEMOS et al., 2017).

Diversos fatores externos afetam esses processos, sendo as
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condigdes ambientais favoraveis para o cultivo da soja imprescindiveis para atingir
uma boa producdo. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab, 2021), a safra brasileira 2020/2021, apesar de enfrentar problemas
climaticos, totalizoumais de 135 milhdes de toneladas, o que representou um
acréscimo de 8,5% comparado a safra anterior. O relatério de julho de 2022
revelou uma redugdo na producdo da safra de 2021/2022, alcangando
aproximadamente 124 milhdes de toneladas, como consequéncia da deficiéncia

hidrica em algumas regides produtoras (CONAB, 2022).

Além das condicbes climaticas, outros fatores podem reduzir
significativamente o rendimento das lavouras de soja, a qualidade dos gréos e
provocar o aumento dos custos de producgdo. Dentre esses fatores, se encontram
as doencgas ocasionadas por fungos fitopatogénicos, os quais s&o favorecidos por
condicbes ambientais favoraveis, como temperatura e umidade (ALMEIDA JUNIOR
et al., 2019). Estudos apontam para estimativas de perdas globais de rendimento
ocasionadas por patégenos na cultura da soja, os prejuizos variam entre 17% e
23% e refletem a insuficiéncia de manejo sanitario adequado (SAVARY et al.,
2019).

Doengas causadas por bactérias, fungos, virus e nematoides podem
causar diferentes niveis de dano na soja. Dentre os patdgenos fungicos mais
importantes estao aqueles que causam doengas como a antracnose, o cancro-da-
haste, a mancha-alvo, a mancha olho-de-ra, o mofo-branco, o oidio, a podridao-
radicular-de-Phytophthora, a ferrugem-asiatica e as podridbes de vagens
(MATSUO; FERREIRA; SEDIYAMA, 2017).

2.2 MANCHA-ALVO DA SOJA

2.2.1 Importancia da Doencga

A mancha-alvo é uma doenga com ampla distribuicao geografica,
presente em praticamente todas as regides produtoras de soja do Brasil. A doenca
pode provocar redugdes da produtividade de até 17,3% (GODOY et al., 2020).

Em cultivares suscetiveis a redugdo da produtividade pode dega até 35%
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(GODOQY et al., 2016).

Além da cultura da soja, o patdgeno é capaz de infectar um grande
numero de hospedeiros (TERAMOTO et al., 2017). De acordo com dados do
MycoBank (2022), entre os mais de 400 hospedeiros do fungo, no Brasil causa
danos econdémicos em culturas como algodao (Gossypium hirsutum), tomate
(Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus), mamao (Carica papaya),
seringueira (Hevea brasiliensis) e o cacau (Theobroma cacao).

Para Molina et al. (2018a), os principais fatores associados a
crescente preocupagao com a mancha-alvo em areas de cultivo, referem-se a
semeadura de cultivares suscetiveis e a redug¢ao da sensibilidade de isolados de
C. cassiicola a fungicidas com modo de acéo sitio-especificos. Esses fatores
favoreceram o aumento da incidéncia da doenga no Brasil e nos paises vizinhos.
A Argentina registrou a mancha-alvo como sendo a doenga predominante na soja
durante a safra 2014/2015.

Na regiao sudeste dos Estados Unidos, o patégeno também causa
danos significativos em culturas como algodéo, tomate e soja. Um aumento na
incidéncia da doenga tem sido observado nesse pais, visto que historicamente a
mancha-alvo ndo era considerada um problema grave (SUMABAT; KEMERAIT;
BREWER, 2018).

Além do ambiente, a auséncia de rotagao de culturas permite que
patdgenos fungicos, como C. cassiicola aumentem sua incidéncia. Atualmente, a
doencga vem sendo relatada na literatura como um ressurgimento, por ser referida
no passado como uma doencga de pouca importancia e que tem se tornado um
grande problema, causando perdas significativas principalmente em condigdes
favoraveis ao desenvolvimento do patégeno (MOLINA et al., 2022).

O uso de fungicidas tem se destacado como um método de controle
importante para a doenga, entretanto a eficiéncia de fungicidas diminui a cada
safra (RONDON; LAWRENCE, 2019). De acordo com dados do Fungicide
Resistance Action Committee (2019), ha relatos de isolados de C. cassiicola de
soja resistente a fungicidas. Mello et al. (2021) relatam resisténcia multipla do
patdégeno aos fungicidas Inibidores de Quinona Oxidase (Qol) e Metil Benzimidazol
Carbamato (MBC).
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2.2.2 Corynespora cassiicola

De acordo com dados da plataforma do MycoBank (2022), a espécie
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, foi descrita pela primeira vez
no ano de 1950, no Mycological Papers. Atualmente esta classificada no reino Fungi,
pertencente ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, ordem Pleosporales, familia

Corynesporascaceae.

O fungo forma conidioforos septados, o numero de septos varia de
1 a 20, com as dimensdes entre 4 yme 11 ym de largura e 44 ym a 350 pm
de comprimento. O conidioforo pode estar disposto de forma isolada, ou ainda em
grupos. Os conidios sdo caracterizados por possuirem coloragcdo amarronzada,
contando com 3 a 5 septos podendo encontrar-se de forma isolada ou agrupados
em cadeia (GODOQY et al., 2016).

A morfologia dos conidios varia entre isolados do fungo, apresentam
tamanho, forma, pseudoseptos e contorno dos conidios diversos. Toulet et al., 2022
caracterizaram morfologicamente 24 isolados e observaram predominantemente a
presenca de conidios retos, de forma cilindrica, com tamanho variando entre 6 um e
120 ym de comprimento e de 2,4 ym a 12 ym de largura.

O micélio septado apresenta ramificagbes, € delgado e sua
coloracgdo varia de sub-hialino a marrom-claro, com hifas geralmente submersas no
substrato. O conidiéforo apresenta-se com auséncia de ramificacdes, com forma que
varia de ereta a levemente curvada. O conidio presente em sua extremidade pode
assumir forma cilindrica a obclavada e, assim como o conidiéforo, pode ser reto a
parcialmente curvado (KURRE; DEWANGAN; JAIN, 2017). Outra caracteristica
morfologica que distingue a espécie das demais € a existéncia de um hilo central na
base dos conidios, sendo ele, espesso e escuro (RONDON; LAWRENCE, 2021).

As colbnias formadas pelo fungo em meio de cultivo contendo suco
V8 apresentam micélio de cor cinza a olivaceo na parte superior da placa (PUIA
et al., 2021). Além disso, o patdgeno sobrevive em restos culturais ou no solo, em
condigbes desfavoraveis ou na auséncia do hospedeiro, na forma de estruturas
denominadas clamidésporos (RONDON; LAWRENCE, 2021).

Isolados de C. cassiicola produziram mais conidios e apresentaram

maior crescimento, em placas com meio de cultura agar V8 em condigbes de
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fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 de escuro, quando confrontados com meios de
cultura a base de BDA e fotoperiodos continuos (PATEL et al., 2022).

2.2.3 Sintomas

O fungo C. cassiicola é o agente causal de manchas foliares em
culturas de interesse econémico, como abdbora, pepino, seringueira, mamaéo,
tomate e soja. Embora seu sintoma tipico seja a mancha foliar, o patégeno é capaz
de causar danos em outros 6rgaos da planta, tais como raizes, caules, flores e frutos
(ORTEGA-ACOSTA et al., 2019).

Em plantas de soja, os sintomas iniciais nas folhas sdo pontuagdes
de coloragao parda com halo amarelo que progridem formando manchas castanhas
circulares que apresentam em seu centro uma pontuagao e anéis concéntricos de
cor escura. Gendtipos mais sensiveis a doenca podem exibir acentuada desfolha,
assim como sintomas em hastes e vagens (SOUZA; VIDAL, 2018).

Os sintomas foliares iniciam-se do terco inferior a médio da parte
aérea da planta, sendo lesbées que podem atingir até 2 cm de didmetro (GODOQY et
al., 2016). O surgimento das lesbes ocorre em todas as fases de desenvolvimento
da planta, sendo que em cultivares suscetiveis os sintomas apresentam-se de
forma mais severa, nos quais até 50% de desfolha associada a doencga ja foi
relatada (MOLINA et al., 2018b).

Além dos sintomas acima descritos, as nervuras das folhas, os
caules e ospeciolos apresentam lesdes de cor castanho-escura que podem assumir
diversos tamanhos e formatos. Comumente as vagens exibem lesdes circulares,
deprimidas, escuras com extremidades de coloragdo marrom. Nas raizes de soja, o
patdgeno pode induzir o surgimento de lesdes marrom-avermelhadas evoluindo para
marrom-violeta apds a esporulagdo do fungo (RONDON; LAWRENCE, 2021).

2.2.4 Epidemiologia e Desenvolvimento da Doencga

Corynespora cassiicola € um fungo necrotréfico, que mata a célula
do hospedeiro para sua nutricdo e é capaz de sobreviver em restos culturais e
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sementes infectadas. A producédo de clamidésporos permite sua sobrevivéncia em
solos em condicbes desfavoraveis ao desenvolvimento do patégeno. A
sobrevivéncia em remanescentes do hospedeiro constitui-se como fonte de indculo
primario. A mancha-alvo € considerada uma doencga policiclica, completando varias
geragdes em um unico ciclo da cultura (RONDON; LAWRENCE, 2021).

Da mesma forma que a maioria dos patdgenos que causam doencgas
folaires na cultura da soja, C. cassiicola sobrevive na entressafra em restos de soja,
ervas daninhas e sementes infectadas, que podem servir como fonte de in6culo
primario para a estacao de crescimento subsequente. (MOLINA et al., 2022).

A semente, além de contribuir na dispersao do patdégeno também se
constitui como um importante reservatorio fungico. Ciampi-Guillardi et al. (2020)
analisaram 81 amostras de soja de diferentes regides brasileiras e detectaram a
presenca de propagulos do fungo incidindo em 17,3%. O mesmo estudo revelou que,
considerando as regides produtoras, as amostras do estado de Mato Grosso
apresentaram a maior incidéncia de C. cassiicola na semente (41,7%).

Em condigbes de campo, geralmente as lesdes tém inicio em folhas
do tercgo inferior e médio da planta, regidao onde existe um microclima propicio para
o desenvolvimento dessas lesdes, a partir de onde se espalham rapidamente para o
dossel superior (PATEL et al., 2022).

Celoto et al. (2016) relatam que a faixa de temperatura para o
crescimento micelial variou de 8,6 °C a 35 °C, com temperatura 6tima de 30 °C. A
temperatura 6tima para a germinagao dos esporos esta em torno de 29 °C. Os
autores também constataram que a presenga de luz continua favoreceu a
esporulagdo do patdgeno. Além disso, outro fator que contribui para o
desenvolvimento de lesbes € o molhamento foliar, facilitando a infecgdo. Outros
autores relatam que a germinacao dos esporos do fungo ocorre de 7 °C a 39 °C com
temperatura 6tima de 23 °C (MELO; REIS, 2010).

Apesar de n&do ser comum a observagao de sintomas em raizes e
caule, a infecgdo do patdégeno nessas regides da planta € favorecida por
temperaturas do solo que variam entre 15 °C e 18 °C que permitem o maior
desenvolvimento da doenga. Em areas onde o plantio direto € praticado, também
ocorre com maior frequéncia a podridao radicular causada pelo fungo (MOLINA et
al., 2022).
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2.3 AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Corynespora cassiicola

No estudo da variabilidade de isolados fungicos € importante distinguir
os termos patogenicidade, viruléncia e agressividade. De acordo com Pataky e Carson
(2010), patogenicidade esta relacionada a capacidade do fungo de causar doenca,
viruléncia a habilidade do patégeno para causar uma reagdo compativel (suscetivel)
em uma cultivar hospedeira com resisténcia genética e agressividade a quantidade
de doenca causada por um isolado do patogeno.

De acordo com a revisdo de Pariaud et al. (2009) intitulada
“‘Agressividade e seu papel na adaptacdo de fitopatdégenos”, viruléncia esta
relacionada com a presenga ou auséncia de genes de resisténcia e agressividade
refere-se a variagao quantitativa de patogenicidade em hospedeiros suscetiveis.

Caracteristicas de agentes causadores de doencas, como a
viruléncia, a agressividade ou ainda a predilegcdo a hospedeiros sao variaveis em
funcao dos inumeros efetores de patdégenos, como a toxina cassiicolina no caso de C.
cassiicola (RESHMA et al., 2022).

Teramoto et al. (2013) observaram variagdo na reacdao de doze
cultivares de soja inoculadas com seis diferentes isolados de C. cassiicola, sugerindo
uma possivel especificidade da resisténcia perante a variabilidade do Hipo
Existem trabalhos que correlacionam a variabilidade de C. cassiicola com diversos
fatores, como a relacao entre a origem do hospedeiro e a viruléncia do patégeno
(SILVA et al.,, 2003), a especializacao frente ao hospedeiro com a variabilidade
filogenética (DIXON et al., 2009), a analise morfolégica com a molecular de isolados
(QlI et al, 2011), patogenicidade com a variabilidade genética do isolado
(SHIMOMOTO et al., 2010) e a expressao de diferentes genes codificadores de
cassiicolina (Cas) (PATEL et al, 2022).

Em virtude da variabilidade entre isolados do fungo em soja, o
manejo da doenga pode ser afetado, principalmente por prejudicar aeficiéncia de
de fungicidas e o emprego de cultivares resistentes. Portratar-se de um fungo de
reprodugcdo assexuada, ndo ocorrem recombinagdesregulares, portanto, a variacao
genética resulta de multiplas mutagdes espontaneas.A extensado da area produtiva
de soja no Brasil, assim como o dominio de cultivaressuscetiveis a mancha-alvo no

mercado e o uso intensivo de fungicidas, possivelmente levou ao aparecimento de
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populagdes do patdgeno resistentes aos principios ativos utilizados para o controle
da mancha-alvo (SOARES; ARIAS, 2020).

A partir de estudos com diferentes isolados de C. cassiicola obtidos
de mamao, pepino e tomate, verificou-se que o patégeno pode apresentar graus
distintos de viruléncia em um mesmo hospedeiro, levando a considerar a existéncia
de ragas fisioldgicas. De acordo com Agrios (2005), ragas fisioldgicas de um patégeno
podem néo distinguir morfologicamente, mas diferem quanto a patogenicidade no
hospedeiro.A observagao de ampla variabilidade nas caracteristicas morfoldgicas de
conidios e conidiéforos ressaltam a plasticidade desses caracteres nos isolados
(BENTES et al., 2018).

Em estudo sobre gama de hospedeiros, patogenicidade e viruléncia
de C. cassiicola, Sumabat, Kemerait e Brewer (2018) identificaram que os isolados
provenientes da soja foram os mais agressivos quando inoculados na propria cultura
frente a inoculagdo com isolados das culturas do algodao e do tomate. Porém, os
isolados provenientes de soja mostraram-se equivalentes quanto a agressividade em
algodao e tomate. Ainda, foi possivel observar que os isolados de soja apresentaram
maior relagdo com isolados de algodao, do que com isolados de tomate.

Mello et al. (2021), identificaram mutagcado no gene cytb e variagao
heteroplasmatica em 57 isolados do fungo, como consequéncia dessa variagao, o
patdogeno adquire vantagem competitiva e maior adaptabilidade mesmo em condi¢des
de pressdo de selegdo devido a aplicagdo frequente de fungicidas quimicos

pertencentes ao grupo das estrobilurinas.

2.4 METODOS DE INOCULACAO

O processo de inoculagdao pode ser definido como aquele onde o
in6culo, obtido a partir de estruturas de um patdégeno, é depositado sobre o
hospedeiro. Esse processo pode ocorrer de duas formas, natural ou artificialmente,
sendo a inoculagao artificial mais agil em questdo de resultados, porém, néo
representa uma situagéao natural de campo (CRUCIOL; COSTA, 2018).

A inoculacgao artificial permite reproduzir os sintomas de uma doenca
em uma planta sadia, o que possibilita comprovar o agente causal da doenga, analisar

o ciclo de vida do microrganismo e ainda permite determinar a resisténcia de uma
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planta frente ao patégeno (CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).

De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecuaria (2007), o
protocolo para avaliar a reagao de cultivares de soja a mancha-alvo € o mesmo que
se aplica a mancha olho-de-ra (causada por Cercospora sojina). O método de
inoculagdo €& baseado na pulverizacdo de uma suspensdao de conidios na
concentragdo de 1,0 a 1,5x10* conidios/mL em plantas de soja em estadio vegetativo
V4 a V5.

Outro método de inoculagao de patdogenos € por meio de sementes e
baseiam-se na imersdo da mesma em suspensdo de esporos ou no contato das
sementes com a coldnia do fungo. Essas técnicas permitem que as estruturas do
patogeno figuem aderidas ao tegumento da semente, mas, a infecgdo pode nao
estar assegurada. Outra desvantagem associada a esses métodos esta relacionada
ao tempo de exposicdo das sementes ao fungo, devendo ser muito curto, pois o
processo de germinagao da semente pode ser desencadeado (SOUSA et al., 2008).
A germinagdo da semente pode ser inibida com o cultivo do fungo em meio
osmoticamente modificado por certo periodo de tempo. Variando o periodo de contato
com a colbnia fungica, podem ser alcangados diversos niveis de indculo em sementes
(SOUSA et al., 2008).

Para verificar se 0 método de inoculagao € eficiente € necessario
avaliar a doenca. Diante das diversas formas de quantificar doencas, a avaliagao da
severidade (porcentagem de area foliar infectada) dos sintomas constitui o método
mais empregado. No entanto, a avaliacdo de severidade baseada na apreciagéo
visual dos sintomas, pode ser uma medida subjetiva. Com a finalidade de reduzir esse
problema e aumentar a precisdao da quantificacdo da doenca, o uso de escalas
diagramaticas € sugerido (ROBAINA et al., 2020; DEL PONTE et al., 2017).

2.5 RESISTENCIA DE CULTIVARES DE SOJA

O controle de doencgas por meio da resisténcia genética é considerado
um dos pilares do manejo integrado e deve ser sempre considerada em programas
de melhoramento. O controle genético de doencgas, pode ser considerado o mais
economicamente viavel para o produtor e o mais condizente com os padrbes
estabelecidos de conservagao ambiental (GOTARDO; PIETROSKI; RIBEIRO, 2021).
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No passado, os primeiros relatos de mancha-alvo da soja indicavam
que a maioria das cultivares comerciais apresentavam certa resisténcia a doencga
(YORINORI, 1992). Entretanto, na atualidade a resisténcia do hospedeiro frente a C.
cassiicola é reduzida, desse modo faz-se o uso do controle quimico, na maioria das
vezes para controlar a mancha-alvo em gendtipos mais suscetiveis com o objetivo de
manter o rendimento da cultura (RONDON; LAWRENCE, 2021).

Os programas de melhoramento da soja, comumente n&o selecionam
genodtipos resistentes a mancha-alvo, as cultivares menos suscetiveis presentes no
mercado apresentam essa caracteristica ao acaso. Isso esta relacionado a auséncia
de conhecimentos sobre fontes e heranca da resisténcia da cultura a C. cassiicola
(SOARES e ARIAS, 2020).

Teramoto et al. (2013), em estudo de selecdo de cultivares resistentes
a mancha-alvo, avaliaram a reacado de doze cultivares de soja a C. cassiicola. Os
resultados revelaram que houve variagdo na reacdo das cultivares em relagao aos
diferentes isolados, levando a hipotese da existéncia de ragas fisioldgicas do fungo.
Ndo observaram resisténcia a doenga nas cultivares, porém alguns genaétipos
apresentaram menores severidades, levando a acreditar que s&o as mais indicadas
em regides de cultivo mais favoraveis a doencga.

A introgresséo de genes de resisténcia em cultivares de soja, embora
seja um método tradicional, demanda muito tempo para ser desenvolvido, com isso,
o surgimento da tecnologia de marcadores moleculares proporcionou uma selegao
mais eficiente, precisa e de baixo custo (SONG et al., 2020; LIN et al., 2022).

Os autores Patel et al. (2022) correlacionam a auséncia de genétipos
resistentes com a variabilidade na populagao do agente causal e com a variedade de
genes Cas, codificadores de cassiicolina e reforcam a necessidade de identificacao
de um germoplasma que contemple resisténcia a isolados de C. cassiicola
filogeneticamente distintos. Entretanto, até o momento, ndo existem estudos sobre a
localizagdo da regido gendmica que atribui resisténcia a mancha-alvo na cultura da

soja.
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3 ARTIGO A - ESCALA DIAGRAMATICA PARA AVALIAGAO DE MANCHA-
ALVO EM COTILEDONES DE SOJA

3.1 RESumMO

O fungo Corynespora cassiicola, agente causal da mancha-alvo, encontra-se
distribuido em todas as regides brasileiras produtoras de soja, acarretando impacto
negativo na produgao principalmente na regidao do cerrado. A avaliagao precoce da
doenga beneficia programas de melhoramento genético, por avangar mais
rapidamente etapas de screening dos gendtipos. O objetivo deste trabalho foi elaborar
e validar uma escala diagramatica para avaliagdo de mancha-alvo em cotilédones de
soja. Cotilédones de soja com diferentes niveis de severidade de mancha-alvo foram
coletados e fotografados com cémera digital. As imagens foram processadas para
determinar a porcentagem real de severidade com o auxilio do software Assess®.
Foram estabelecidos os limites minimos e maximos de severidade da escala e os
valores intermediarios foram determinados com base na lei do estimulo visual de
Weber-Fechner. A escala proposta esta constituida por cinco niveis de severidade,
sendo eles: 0,3%; 2,9%; 20,8%; 70,0% e 95,4%. Para a validacdo da escala as
imagens foram analisadas duas vezes (sem e com a escala) por oito avaliadores sem
experiéncia na quantificacdo de doengas. A acuracia das estimativas dos avaliadores
foi determinada pela aplicacao do teste t (P< 0,05) aos coeficientes da regresséo linear
e a precisao das estimativas foi avaliada pelo coeficiente de determinacgéo (R?) e pela
variancia dos erros absolutos. As estimativas com o uso da escala diagramatica
proposta determinaram um aumento significativo do coeficiente de determinacao e
uma menor variancia dos erros absolutos, proporcionando maiores precisdo e
acuracia das avaliagdes. A escala proposta pode ser adotada para a avaliagdo da
severidade da mancha-alvo em cotilédones de soja.

Palavras-chave: Avaliacao de severidade, Corynespora cassiicola, Glycine max.

3.2 ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola, causal agent of the target spot, is distributed in all
Brazilian soybean producing regions, causing a negative impact on production,
especially in the cerrado region. Early evaluation of the disease benefits breeding
programs, as it advances the screening stages of genotypes more quickly. The
objective of this work was to elaborate and validate a diagrammatic scale for assessing
the severity of target spot in soybean cotyledons. Soybean cotyledons with different
levels of target spot severity were collected and photographed with digital camera. The
images were processed to determine the actual percentage of severity with the aid of
the Assess® software. The minimum and maximum limits of severity of the scale were
established and the intermediate values were determined based on the Weber-
Fechner visual stimulus law. The scale presented five severity levels, being: 0.3%;
2.9%; 20.8%; 70.0% and 95.4%. For the validation of the diagrammatic scale the
images were analyzed twice (without and with the scale) by eight evaluators with no
experience in the quantification of diseases, The accuracy of the evaluators estimates
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was determined by applying the t test (P< 0.05) to the linear regression coefficients
and the precision of the estimates was evaluated by the coefficient of determination
(R?) and by the variance of the absolute errors. The estimates using the proposed
diagrammatic scale determined a significant increase in the coefficient of determination
and a lower variance of absolute errors, providing greater precision and accuracy of
the evaluations. The proposed scale can be adopted to assess the severity of the target
spot in soybean cotyledons.

Keywords: Corynespora cassiicola, Glycine max, Severity assessment.

3.3 INTRODUCAO

As doengas fungicas compreendem um dos principais fatores bioticos
que tem efeito prejudicial para a cultura da soja em todo o mundo, reduzindo
significativamente a produgéo (TOULET et al., 2022). Corynespora cassiicola (Berk. &
M.A. Curtis) C.T. Wei é o agente causal da mancha-alvo da soja e um patdgeno
polifago, ja relatado em mais de 400 espécies de plantas hospedeiras em diferentes
paises (FARR; ROSSMAN, 2022).

Em plantas de soja, os sintomas iniciais nas folhas sao pontuagdes
de coloracao parda com halo amarelo que progridem formando manchas castanhas
circulares que apresentam em seu centro uma pontuagao e anéis concéntricos de cor
escura. Gendtipos mais sensiveis a doenca podem exibir acentuada desfolha, assim
como sintomas em hastes e vagens (SOUZA; VIDAL, 2018; SACON et al., 2021).
Embora seu sintoma tipico seja a mancha foliar, o patégeno é capaz de causar danos
em outros 6rgaos da planta, tais como raizes, caules, flores e frutos (ORTEGA-
ACOSTA et al., 2019). Estimativas apontam para perdas substanciais de rendimento
da cultura da soja causadas pela mancha-alvo. No Brasil as perdas de produtividade
podem variar entre uma faixa de 8% a 40,5% (MOLINA et al., 2018).

Os sintomas de plantas inoculadas em condigdo de ambiente
controlado podem ser um ponto de infecgdo envolto por um halo clorético, apenas
uma lesdo necrética ou ainda um ponto de infeccdo de cor marrom-avermelhado com
manchas limitadas no tecido foliar (MOLINA et al., 2022).

A presenca de sintomas e sinais do patdégeno pode ser verificada em
cotilédones de soja (PUIA et al., 2022). Sementes infectadas por C. cassiicola exibem
sintomas em cotilédones que se assemelham aos observados nos foliolos de soja,

marcados pela presenca de lesdes com anéis concéntricos de coloragdo marrom-
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avermelhada circundada por um halo verde amarelado (GOULART; UTIAMADA,
2020).

A quantificagao de doencas expressa pela incidéncia ou severidade é
fundamental para entender o progresso e o desenvolvimento da doencga. Para
minimizar os erros durante uma avaliacdo, o método quantitativo adotado deve contar
com resultados precisos e acurados (AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2018).

A inoculagdo de plantas de soja em casa-de-vegetagcdo permite uma
selecdo confiavel ainda nas primeiras geragdes do programa de melhoramento
genético (WEBSTER et al., 2021). Entretanto, ao adotar um protocolo de screening
em ambiente controlado, é necessario que os resultados se correlacionem com os
obtido em campos naturalmente infestados (ISHIKAWA et al., 2019).

A avaliagdo precoce da doenca, em estadios iniciais da cultura,
favorece programas de melhoramento genético por reduzir significativamente as
etapas de screening dos gendtipos. No entanto, até o momento, ndo foram
encontradas escalas diagramaticas elaboradas para avaliacdo de doengas em
cotilédones de soja. No Brasil, para a avaliagdo de mancha-alvo, adota-se a escala
diagramatica de Soares, Godoy e Oliveira (2009), proposta para avaliacédo da
severidade de sintomas de mancha-alvo em foliolos de soja.

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi elaborar e validar uma

escala diagramatica para avaliagdo de mancha-alvo em cotilédones de soja.

3.4 MATERIAL E METODOS

A etapa inicial da elaboragcdo da escala constituiu na coleta de 100
cotilédones de soja com diferentes niveis de severidade da doenca. Para isso foram
realizados ensaios em casa-de-vegetagdo, com diversas cultivares de soja a fim de
obter niveis varidveis de sintomas. A inoculacdo do patégeno foi realizada pelo
método de sementes infectadas desenvolvida por Tanaka, Menten e Machado (1996),
a fim de obter sintomas de mancha-alvo nos cotilédones.

Apés a coleta, os cotilédones foram fotografados com céamera digital
e as imagens foram processadas no software Assess® para quantificagdo da
severidade real da doencga. A partir da quantificagdo da porcentagem do tecido
cotiledonar lesionado, foi estabelecido os valores maximo e minimo de severidade

para compor a escala. Os niveis intermediarios de severidade foram calculados
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seguindo incremento logaritmico e com base na Lei de Weber-Fechner de estimulo
visual.

Uma vez definidas as percentagens de severidade de cotilédones
lesionados, foi realizada a validacdo da escala. Oito avaliadores considerados
inexperientes na avaliagdo de doengcas em plantas estimaram visualmente a
severidade da mancha-alvo por meio de uma apresentagao em slides com 40 imagens
de cotilédones apresentando diferentes graus de severidade. A validacgéao foi realizada
em duas etapas, inicialmente os avaliadores estimaram a severidade sem escala e
posteriormente com o auxilio da escala.

A acuracia e a precisao das estimativas visuais dos avaliadores com
e sem a escala foram determinadas pelo método de regresséo linear, considerando a
inclinagdo da reta igual a 1. O modelo matematico que expressa a regressao segue 0
modelo abaixo:

Yi=a+bx+¢&

Em que Y,expressa a severidade determinada pelos avaliadores, a é
o intercepto ou coeficiente linear, b é o coeficiente angular ou a inclinagao da reta de
regressao, x € a variavel independente ou a severidade real da mancha-alvo e &;
representa os erros com distribuicdo normal (N = 0,52).

A acuracia das estimativas dos avaliadores foi verificada por meio do
teste t (P< 0,05) aos coeficientes de regressao linear e a precisao das estimativas por
coeficiente de determinagdo (R?) e pela variancia dos erros absolutos. Os erros
absolutos foram calculados subtraindo a severidade real da estimada (NUTTER;
SCHULTZ, 1995). Os resultados foram submetidos a analise estatistica com o pacote

ExpDes no software R (versao 4.2.1).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escala diagramatica elaborada neste trabalho, com cinco niveis de
severidade, tem como limite inferior 0,3% e como limite superior 95,4% de area

cotiledonar lesionada, conforme consta na Figura 1.
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Os valores estimados e o teste t para o parametro intercepto (a) sem
a escala diagramatica foram altamente significativos para a maioria dos avaliadores.
Apenas os avaliadores 4 e 8 apresentaram diferenga a 5% de probabilidade (p<0,05).
Entretanto, as analises dos coeficientes lineares indicam que todos os avaliadores
foram significativamente diferentes de zero. O resultado expressa pouca acuracia na
avaliacdo da doenga sem o auxilio da escala, com coeficiente de determinagao

variando entre 0,24 e 0,86, com média de 0,62 para as retas de regressao (Tabela 1).

Figura 3.1 Escala diagramatica para avaliagdo de mancha-alvo em cotilédones de
soja.

D2 ¢ b

0,3% 2,9% 20,8% 70% 95,4%

Fonte: A autora (2023).

Quando a severidade da mancha-alvo em cotilédones foi estimada
com o auxilio da escala diagramatica, todos os avaliadores melhoraram sua precisao,
com coeficientes de determinacao variando entre 0,70 e 0,97, com média de 0,86 para
as retas de regressao entre a severidade real e a estimada (Tabela 3.1).

A precisdao é definida como a quantificagdo da doenga que se
aproxima do valor real de severidade, ao avaliar a severidade de uma amostra a

estimativa do avaliador é a resposta, que vem de um estimulo (NUTTER; SCHULTZ,
1995). A reducao significativa do parametro intercepto (a), incitada pelo uso da escala

diagramatica aponta para uma diminuicdo de superestimativas de severidade por

avaliadores sem experiencia na quantificagdo de doengas (JULIATTI et al., 2013).
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Tabela 3.1 Valores estimados e teste t para os parametros intercepto ou coeficiente
linear (a), coeficiente angular (b), valores dos coeficientes de determinagéo (R?) para
0 modelo de regressao linear comparando a severidade real da mancha-alvo em
cotilédones com a estimada, com o uso ou ndo da escala diagramatica.

Sem escala Com escala
Avaliador Estimativa Valores do Coef.de Estimativa Valores do Coef. de
teste tparao Determ. teste tparao determ.
parametro parametro
a b a b R? a b a b R2

1 17,94" 0,857 3,12 7,94 0,61 0,17 1,01™ 0,11 34,04 0,97
2 19,83 0,88™ 4,03 9,60 0.,70 3,88 0,99 1,20 16,51 0,87
3 33,53 0,527 543 4,58 0,34 11,61° 0,81 2,56 9,59 0,70
4 766" 0,887 229 14,12 0,84 1,78 0,99 0,83 24,82 0,94
5 9,08 095" 2,75 1548 0,86 496" 0,94 1,58 16,10 0,87
6 37,95 0,16 535 1,91 0,24 462 082" 1,15 10,95 0,75
7 30,40 0,68™ 7,42 8,99 0,67 7,26 088" 255 16,70 0,88
8 11,72 0,84™ 2,33 8,98 0,67 2,44 094" 0,90 18,69 0,90

Médias 21,01 0,72 0,62 459 0,92 0,86

*** Valores do teste t significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade (p< 0.001); ** valores do teste t significativo ao nivel de 1%
de probabilidade (p < 0.01); * valores do teste t significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05); ns néo significativo. Os
valores criticos para o teste t ao nivel de 1% e 5% com 38 graus de liberdade s&o os que seguem: t ©o1;38gy= 2.712 € t (0.05;38g))
=2.024.

Analisando os dados de erros absolutos, a diferenca entre a
severidade real e a estimada, observamos a propensdo dos avaliadores em
superestimar a severidade, sobretudo sem o auxilio da escala diagramatica. No
entanto, com o uso da escala nota-se uma tendéncia a equilibrar as estimativas sub e
superestimadas. O avaliador 4, por exemplo, sem o uso da escala superestimou em
30 (75%) e subestimou em 9 estimativas (22,5%). Com o uso da escala, 0 mesmo
avaliador superestimou 19 (47,5%) e subestimou em 16 estimativas (40%), mostrando
reducdo no intervalo de variagéo (Tabela 3.2).

A superestimacao da severidade da doencga pelos avaliadores sem o
uso da escala diagramatica também foi observada por Soares et al. (2009), na
elaboracdo da escala diagramatica de mancha-alvo em folhas de soja.

O uso da escala diagramatica resultou em uma diminuigdo da
variancia dos erros. O avaliador um, sem o uso da escala diagramatica apresentou
alta estimativa de variancia dos erros (o2 erros: 502,01), essa estimativa foi reduzida
em mais de treze vezes com o uso da escala (o2 erros: 38,50) (Tabela 3.2). Soares et
al., (2009), verificaram a mesma tendéncia na redugéo da variancia de erros em escala
para avaliagao foliar da doenga. Na validagdo da escala diagramatica para avaliagao
de pustula bacteriana em soja, Acco et al. (2020) também observaram a redugao da

variancia dos erros.
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Tabela 3.2 Intervalo de variagdo dos erros ([ ] eros), estimativas de pardmetros obtidas
por meio dos residuos de regressao linear (0%ros, OErros, XErros), NUMero de avaliagbes
superestimadas e subestimadas, sem e com auxilio da escala diagramatica para
avaliar severidade da mancha-alvo em cotilédones de soja.

Erros Super Sub
Avaliador

[ 1Erros 0% Erros O Erros X Erros Estimados

Sem escala -68,35; 71,81 502,01 22,41 4,80e-15 30 10

1 Com escala -15,66 ; 13,84 38,50 6,20 1,61 e-15 17 19

Sem escala -63,06 ; 68,68 368,12 19,19 -142e-15 35 4

2 Com escala -63,04 ; 15,18 159,15 12,62 8,08 e-15 26 9

Sem escala -58,76 ; 49,95 578,52 24,05 -291e-14 33 6

3 Com escala -58,18 ; 52,02 312,22 17,67 -177e-14 23 13

Sem escala -58,04 ; 17,48 170,62 13,06 -1,41e-14 30 9

4 Com escala -25,49 ; 13,64 69,77 8,35 -2,18e-14 19 16

Sem escala -62,24 ;17,73 166,05 12,89 -1,04e-14 36 3

S Com escala -61,07 ; 12,69 149,94 12,24 2,00 e-15 24 11
Sem escala -47,93 ; 421,29 763,81 27,64 2,75e-14 24 16

6 Com escala -61,62 ; 32,90 247,84 1574 6,41e-15 17 18

Sem escala -44 .82 ; 65,50 25499 1597 -151e-14 37 3

4 Com escala -41,13 ; 22,98 123,45 11,11 -1,17e-14 20 15

Sem escala -61,22 ; 23,28 383,34 19,58 7,46e-15 31 9

8 Com escala -46,55 ; 20,30 111,30 10,55 -3,28e-15 18 20

3.6 CONCLUSOES

A escala diagramatica proposta resultou em melhores acuracia e
precisdo das estimativas da mancha-alvo em cotilédones de soja pelos avaliadores,

constituindo-se numa ferramenta util na avaliagdo precoce da doenca.
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4 ARTIGO B - METODOLOGIAS DE INOCULAGAO EM CASA-DE-VEGETAGCAO
PARA SELECAO DE GENOTIPOS DE SOJA RESISTENTES A MANCHA-
ALVO E CORRELAGAO COM DADOS DE CAMPO.

4.1 RESUMO

A resisténcia genética se configura como uma importante estratégia de manejo de
doencas, além de ser um método eficiente e de menor impacto ambiental. A mancha-
alvo (causada por Corynespora cassiicola) esta entre as principais doengas da cultura
da soja. A doenga causa principalmente manchas foliares. Em condigdes de alta
severidade da doenca, pode provocar desfolha precoce e, consequentemente, perdas
de rendimento. Um desafio para programas de melhoramento genético € selecionar
gendtipos precocemente e ainda garantir a repetibilidade dos resultados a campo. O
objetivo foi avaliar métodos de inoculagédo de C. cassiicola para selecionar gendtipos
de soja resistentes a mancha-alvo em casa-de-vegetagao e correlacionar com dados
de severidade da doenga em condi¢cées de ocorréncia natural no campo. Para isso,
foram testados em ambiente controlado os métodos de inoculagao por aspersao e de
sementes infectadas. Em campo, experimentos foram instalados em dois locais no
estado de Mato Grosso, Lucas do Rio Verde e Campo Novo do Parecis. Foi avaliada
a resposta de 26 linhagens pré-comerciais e nove cultivares disponiveis
comercialmente frente a inoculagdo do patdégeno e correlacionado com os dados de
severidade de campo naturalmente infectado. Considerando os resultados de casa-
de-vegetacdo é possivel verificar que ambos os métodos de inoculagdo foram
capazes de distinguir a reagao dos gendtipos. Entretanto, os resultados da inoculagao
por sementes infectadas sugerem maior grau de repetibilidade para selegao. O ensaio
de Lucas do Rio Verde foi mais informativo do que o ensaio de Campo Novo do
Parecis, pois a severidade da doenca foi mais alta, apresentando uma maior
correlagdo com os dados de severidade obtidos em casa-de-vegetacdo com
inoculagao artificial de C. cassiicola.

Palavras-chave: Inoculacao artificial, Inoculagédo por aspersao, Resisténcia genética,
Screening.

4.2 ABSTRACT

Genetic resistance is an important disease management strategy, besides being an
efficient method with less environmental impact. Target spot (caused by Corynespora
cassiicola) is among the main diseases of soybean cultivation. The disease mainly
causes symptoms of leaf spots. Under conditions of high severity of the disease, it can
cause early defoliation and, consequently, loss of income. A challenge for breeding
programs is to select genotypes early and also ensure the repeatability of results in the
field. The objective of this objective was to evaluate inoculation methodologies of C.
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cassiicola to select soybean genotypes resistant to target spot in greenhouse and
correlate with disease severity data in conditions of natural occurrence in the field. To
this do so, were tested in a controlled environment the methods of inoculation by
spraying and by infected seeds. The response of 26 pre-commercial cultivars and nine
commercially available cultivars against the inoculation of the pathogen was evaluated
and correlated with naturally infected field severity data. Considering the results of
greenhouse is it possible to verify that both inoculation methods were able to
distinguish the reaction of the genotypes. However, the results of inoculation by
infected seeds suggest a higher degree of repeatability for selection. Lucas do Rio
Verde's trial was more informative than the Campo Novo do Parecis trial, because the
severity of the disease was higher, with a higher correlation with the severity data
obtained in greenhouse with artificial inoculation of C. cassiicola.

Keywords: Artificial inoculation, Genetic resistance, Screening, Spray inoculation.

4.3 INTRODUCAO

A mancha-alvo causada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk. &
M.A. Curtis) C.T. Wei, € uma das principais doencgas da cultura da soja e esta presente
em praticamente todas as regides produtoras de soja do Brasil e do mundo. A
severidade da doenga varia de acordo com a regido e o ano de cultivo, sendo
dependente de condi¢des climaticas e da variabilidade genética do patégeno e dos
gendtipos de soja (LIN et al.,, 2022). Em -cultivares suscetiveis a reducao da
produtividade pode chegar a até 40,5% (MOLINA et al., 2018)

O processo de selegdo e o desenvolvimento de cultivares de soja
resistentes a aos patdgenos existentes sao desafiadores e o uso de ferramentas como
técnicas moleculares tem se mostrado eficiente (TRIPATHI et al., 2022). Com o
aumento da incidéncia da mancha-alvo no Brasil, a doenca tem adquirido maior
importancia. Diferentes niveis de suscetibilidade tém sido observados entre as
cultivares em cultivos comerciais, no entanto, a genética da resisténcia da soja a C.
cassiicola tem sido pouco explorada. Em estudo sobre a reacdo da soja a C.
cassiicola, Soares e Arias (2020) verificaram que a heranga da resisténcia é do tipo
quantitativa, com predominancia de efeito genético aditivo e baixa herdabilidade.

Dentro de um programa de melhoramento para selegao de materiais
resistentes é imprescindivel adotar métodos que expressem com veracidade os
resultados de resposta de gendtipos as doencas. Experimentos de campo, muitas

vezes, ndo atendem esse pressuposto visto que se sujeitam a acdo de fatores
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externos ao patossistema que podem variar de acordo com o local de cultivo. Para
reduzir essa variagao, experimentos sdo conduzidos em ambiente controlado com a
padronizagcdo do método de inoculagao (ISHIKAWA et al., 2019).

Em estudo de resisténcia genética de soja a mofo-branco, causado
por Sclerotinia sclerotiorum, Webster et al. (2021) propéem o uso de um painel de
gendtipos “checks” para avaliar com precisdao a resisténcia ao mofo-branco em
germoplasma de soja e auxiliar no melhoramento e no desenvolvimento comercial da
soja. A selegdo de gendtipos em casa-de-vegetagdo por meio da inoculagdo de um
isolado de S. sclerotiorum agressivo em “checks” de soja aumenta a precisao da
avaliagao da resisténcia do germoplasma e ainda permite determinar a reagéo a
doenga para as proximas geragdes do melhoramento genético. A maioria das
cultivares mostraram resisténcia ao mofo-branco no campo semelhante a exibida na
casa-de-vegetacdo, indicando que o uso do painel de cultivares “checks” em
condi¢gbes controladas, reflete com precisdo os niveis de resisténcia fisiolégica das
cultivares de soja.

O protocolo para avaliacdo da mancha-alvo presente nas instrucoes
para ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares de soja,
determinadas pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (2007), estabelece a
inoculacao do patdégeno por aspersédo da suspensao de esporos na concentragao de
1,0 a 1,5x10* conidios/mL em plantas nos estadios V4-V5. A avaliagdo da doenca, por
esse protocolo, é realizada 21-25 dias ap6s a inoculagdo. A desvantagem desse
meétodo consiste no tempo entre a instalacdo do experimento e a avaliagao.

A inoculagao de patdgenos em sementes, por meio do contato direto
da semente com a col6nia fungica, promove a incidéncia de sintomas na pléantula
permitindo verificar a patogenicidade e estudar a resisténcia do hospedeiro (ARAUJO
et al., 2006; TANAKA, MENTEN e MACHADO, 1996). Gadaga, Siqueira e Machado
(2018) afirmam que para sementes infectadas a avaliagdo de doengas pode ser
baseada em sintomas manifestados em cotilédones.

A selecgao precoce de gendtipos resistentes a mancha-alvo permite
acelerar as etapas de programas de melhoramento da soja em ambiente controlado.
No entanto, € necessario que ocorra uma correlacdo com resultados de campo.

Diante disso, este trabalho buscou: a) avaliar métodos de inoculagao

de C. cassiicola para selecionar gendtipos de soja resistentes a mancha-alvo em casa
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-de-vegetacgao e b) correlacionar com dados de severidade da doenga em condigdes

de ocorréncia natural no campo.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Experimentos em Casa-de-vegetacao

4411 Obtencdo e manutencédo do isolado e material vegetal

O in6culo do fungo foi proveniente do isolado N° 403 de C. cassiicola
obtido a partir da colegao de fitopatdégenos da empresa GDM Genética do Brasil.
Quanto a origem, o fungo foi isolado de folhas de soja sintomaticas coletadas no
municipio de Lucas do Rio Verde, MT, em 2020. O isolado é armazenado pelo método
de Castellani.

O isolado foi repicado em placas contendo meio de cultura V8 (120
mL suco de tomate, 2,8 g de carbonato de calcio e 12 g de agar para 1000 mL de
agua destilada) e incubado a 28 °C e fotoperiodo de 12/12 h por 20 dias.

Foram avaliados 35 gendtipos de soja, dentre eles 26 linhagens e nove
cultivares comerciais (M 7739 IPRO, DM 75174 IPRO, Brasmax Ciclone IPRO,
Brasmax Olimpo IPRO e Brasmax Bonus IPRO, Brasmax Extra IPRO, Brasmax Auge,
Brasmax Voraz IPRO e NEO 750 IPRO).

44.1.2 Metodologias de inoculagao

Os experimentos foram conduzidos em laboratério e casa-de-
vegetacao na estacao experimental da empresa GDM Genética do Brasil, em Cambé,
Parana. Foram testados dois métodos de inoculagcdo: o método tradicional de
aspersao de suspensao de conidios nas folhas e o método de sementes infectadas.

O método de aspersao nas folhas seguiu o protocolo do Ministério da
Agricultura e Pecuaria (2007) com pequenas modificacées. Dez sementes tratadas
com o fungicida quimico Standak® Top foram semeadas em vaso de 1000 mL
contendo solo autoclavado. Sete dias apds a semeadura foi realizado o desbaste
deixando uma populagéao final de cinco plantas por vaso. A inoculagéo foi realizada

quando as plantas atingiram o estadio vegetativo V4, caracterizado pela terceira folha
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trifoliolada completamente desenvolvida. O inéculo foi uma suspensao de conidios do
isolado N° 403 na concentragdo de 1,0x10* conidios/mL. Apds a inoculagdo, a
temperatura da casa-de-vegetagao foi ajustada para permanecer entre 28 °C e 30 °C.

O método de sementes infectadas seguiu o descrito por Tanaka,
Menten e Machado (1996) com modificagdes. As sementes passaram por um
processo prévio de assepsia, com alcool a 70% durante 30 segundos, hipoclorito a
0,5% por 60 segundos e enxague em agua destilada. Posteriormente, as sementes
foram colocadas em papel filtro estéril para secagem. O isolado N° 403 foi repicado
em meio V8 e apds o crescimento do fungo atingir as bordas da placa as sementes
foram colocadas sobre as col6nias em camada unica e mantidas por um periodo de
48 horas a 28 °C e fotoperiodo de 12/12h. A semeadura foi realizada em vasos
plasticos com capacidade de 250 mL e o substrato composto por areia autoclavada
(121 °C por duas horas). Os vasos foram mantidos em temperatura entre 28 °C e 30
°C e apos 24 horas da semeadura a nebulizagdo automatica foi ajustada para UR
superior a 80%.

Foram realizados dois experimentos para cada um dos métodos. Em
todos os experimentos a unidade experimental foi composta por um vaso com cinco
plantas de soja. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés

repeticoes.

4413 Avaliacbes

As avaliacbes foram realizadas de acordo com o método de
inoculacdo. Para o método de aspersdo a avaliagdo ocorreu quinze dias apos a
inoculagao, pela estimagdo da porcentagem de area foliar lesionada (severidade)
obtida da média das cinco plantas em cada vaso. A severidade da doenga foi
quantificada com base na escala diagramatica elaborada e validada por Soares,
Godoy e Oliveira (2009). Para o método de inoculagdo em sementes a avaliagao foi
realizada de forma visual, pela observacao dos sintomas da doencga doze dias apés a
semeadura nos cotilédones das plantas de soja utilizando a escala diagramatica de
severidade proposta no artigo A.

Os dados foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal
Wallis para delineamento inteiramente casualizado no software RStudio com o pacote

Agricolae (versao 4.2.1).
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4.4.2 Experimentos em Campo

Os experimentos de campo foram instalados em dois locais com histérico de
alta incidéncia de mancha-alvo: Lucas do Rio Verde e Campo Novo do Parecis, ambos
no estado de Mato Grosso durante a safra de 2021/2022.

Em Lucas do Rio Verde, a semeadura ocorreu no dia 14 de novembro e em
Campo Novo do Parecis ocorreu em 03 de dezembro. O delineamento experimental
foi em blocos casualizados com trés repeticdes. Cada parcela constituiu em quatro
linhas de soja com espagamento de 0,45 cm e 10 m de comprimento.

A ocorréncia da mancha-alvo foi natural, sem a inoculagao artificial do
patdgeno. A severidade da doenca foi estimada em trés avaliagdes, pela observacgao
dos sintomas nas duas linhas centrais da parcela, atribuindo-se uma nota de
severidade com base na escala diagramatica para avaliagdo de mancha-alvo na soja
proposta por Soares, Godoy e Oliveira (2009).

A partir das avaliagdes de severidade, foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenga normalizada (AACPDN), segundo a férmula: AACPDN
={[((y1 + y2)/2)* (2 — t1)]}/tt, onde y1 e y2 s&o as duas avalia¢des realizadas no intervalo
de tempo t1 e t2 entre duas avaliagdes consecutivas e tttempo total.

Foram verificadas a homogeneidade e a normalidade dos residuos, e
as meédias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Nao
atendendo os pressupostos, os dados foram analisados por meio da analise nao-
paramétrica de Friedman para delineamento de blocos casualizados no software

RStudio com o pacote Agricolae (versao 4.2.1).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Experimentos em Casa-de-vegetacao

Os dados obtidos da severidade dos experimentos com a inoculagcao
pelo método da aspersdo da suspensdao de esporos e sementes infectadas, nao
atenderam os pressupostos de normalidade e homogeneidade dos residuos. Testes
nao-paramétricos sao usados com frequéncia em analises de doengas, pois admitem
que as observacgdes sao independentes, sendo que o teste de Kruskal-Wallis mostra-
-se equivalente a andlise de variancia de duas vias (MUTAPI; RODDAM, 2002).



41

Na Tabela 4.1 apresentam-se os dados de severidade (% de area
foliar afetada) de mancha-alvo dos gendétipos de soja inoculados por aspersao e por

infeccdo na semente (dois experimentos de cada método).

Tabela 4.1 Severidade da mancha-alvo (% de area foliar afetada) em gendétipos de
soja em dois experimentos inoculados com os métodos de aspersdao e sementes
infectadas em condi¢cdes de ambiente controlado.

Método de inoculagao

Gendtipos Aspersio Semente

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
Linhagem 12 52,00" a" 51,33" abc 95,402 a 78,472 abc
Linhagem 24 52,00 a 52,00 a 36,93 abcd 47,63 abcd
Linhagem 25 52,00 a 51,33 abc 53,47 abcd 53,47 abcd
Linhagem 26 52,00 a 52,00 a 53,47 abcd 36,93 abcd
BMX Olimpo 52,00 a 32,50 bcdef 31,10 abcd 30,97 bcd
BMX Auge 52,00 a 48,67 ab 55,23 abcd 53,47 abcd
DM75I74IPRO 52,00 a 42,00 abcd 95,40 a 78,47 abc
NEO750IPRO 48,67 ab 42,00 abcd 86,93 ab 78,47 abc
Linhagem 1 45,33 abc 42,00 abcd 86,93 ab 95,40 a
BMX Voraz 45,33 abc 45,33 abc 70,00 abcd 53,47 abcd
Linhagem 2 42,00 bc 42,00 abcd 86,93 ab 70,00 abcd
Linhagem 18 42,00 bc 45,33 abc 36,93 abcd 70,00 abcd
BMX Ciclone 42,00 bc 36,50 bcde 70,00 abcd 53,47 abcd
BMX Boénus 42,00 bc 31,00 cdefg 86,93 ab 70,00 abcd
BMX Extra 42,00 bc 42,00 abcd 53,47 abcd 61,93 abcd
Linhagem 23 36,50 cd 11,17 fghi 61,93 abcd 86,93 ab
Linhagem 17 31,00 cde 25,50 defgh 14,57 bcd 36,93 abcd
Linhagem 8 21,50 de 42,00 abcd 86,93 ab 78,47 abc
Linhagem 19 21,50 de 11,67 fghi 70,00 abcd 78,47 abc
Linhagem 11 17,50 def 42,00 abcd 70,00 abcd 86,93 ab
Linhagem 3 13,50 efg 21,50 defghi 78,47 abc 70,00 abcd
Linhagem 5 13,50 efg 45,33 abc 78,47 abc 70,00 abcd
Linhagem 6 13,50 efg 11,17 fghi 70,00 abcd 78,47 abc
Linhagem 16 13,50 efg 45,33 abc 8,73 cd 7,00 cd
Linhagem 15 8,83 fgh 42,00 abcd 31,10 abcd 31,10 abcd
Linhagem 9 6,50 ghi 42,00 abcd 78,47 abc 53,47 abcd
Linhagem 10 6,50 ghi 42,00 abcd 53,47 abcd 70,00 abcd
Linhagem 14 6,50 ghi 8,83 ghi 36,93 abcd 36,93 abcd
Linhagem 20 6,50 ghi 8,83 ghi 36,93 abcd 53,47 abcd
Linhagem 4 5,33 hi 17,50 efghi 36,93 abcd 36,93 abcd
Linhagem 13 5,33 hi 6,50 hi 20,40 bcd 53,47 abcd
Linhagem 22 5,33 hi 6,50 hi 8,73 cd 8,73 cd
Linhagem 7 3,00i 8,33 ghi 36,93 abcd 53,47 abcd
Linhagem 21 3,00i 17,50 efghi 2,03d 2,90 cd
M7739 2,33 3,00 i 1,17 d 1,17 d

'Severidade avaliada aos 15 dias apds a inoculagéo de acordo com a escala proposta por Soares, Godoy e Oliveira (2009).
2Severidade avaliada aos 12 dias apds a semeadura de acordo com a escala diagramatica para avaliagdo de mancha-alvo em
cotilédones de soja.

*Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pela analise de Friedman (p<0,05).

No método de aspersdo, a maior média de severidade dos

tratamentos foi de 52% de area foliar lesionada (nivel maximo da escala utilizada) nos
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dois experimentos. Nota-se que existe variagao entre os rankings das cultivares entre
0 primeiro e 0 segundo experimento, o que sugere baixa repetibilidade dos resultados.
As linhagens 13, 22, 7 e a cultivar comercial M7739 apresentaram a menor severidade
em ambos 0s experimentos.

Moore et al. (2021) verificaram baixa repetibilidade de severidade da
mancha-alvo em gendtipos de algodoeiro, em ensaios conduzidos em ambiente
controlado e inoculados com suspensao de conidios pelo método de asperséao.

Avaliagbes de experimentos em casa-de-vegetacdo, além de
demandar mais tempo, podem apresentar pouca eficiéncia e baixa reprodutibilidade,
entretanto sdo mais seguras do ponto de vista de determinagdo da reacédo de
gendtipos a doengas (KANDEL et al., 2018).

Os dados de severidade dos genotipos inoculados na semente
apresentaram respostas similares as obtidas com o método de aspersdo. A maior
média de severidade observada nos cotilédones em ambos os ensaios foi de 95,4%
(maior nivel da escala) e a menor média observada foi de 1,17% (Tabela 4.1).
Comparado com o método de asperséo, verifica-se menos variagdo do ranking das
cultivares mais suscetiveis entre o primeiro e o segundo experimento, o que sugere
maior repetibilidade dos resultados. A cultivar M7739 e as linhagens 16, 21 e 22
mostraram maior resisténcia a doenga, com menor severidade em ambos o0s
experimentos.

A semelhanga observada entre a severidade da mancha-alvo em
folhnas em condigdes de campo e a severidade observada em cotilédones em casa-
de-vegetacao € importante ser ressaltada pois a resisténcia de um gendtipo em
estadio cotiledonar pode ser diferente de uma planta em estadio mais avancado
(MOORE et al., 2021; ELLIS et al., 2014).

Segundo a analise de correlagdo de Spearman (Tabela 4.2) verifica-
se um coeficiente de correlacado altamente significativo de 0,71 (aspersado) e 0,82
(semente) entre os experimentos inoculados com 0 mesmo método (experimentos 1
e 2).
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Tabela 4.2 Coeficiente de correlagéo (rs) e p-valor de correlagbes de Spearman entre
os dados de severidade dos dois experimentos do método de inoculagao por aspersao
(Aspersédo 1 e 2) e os dados de severidade dos dois experimentos do método de
sementes infectadas (Sementes 1 e 2) em ambiente de cultivo controlado.

Correlagao de Spearman

rs (p-valor)
Aspersao 1 Aspersao 2 Semente 1 Semente 2
Aspersao 1 - 0,71 (0,000) 0,90 (0,003) 0,34 (0,047)
Aspersao 2 0,71 (0,000) - 0,36 (0,035) 0,16 (0,354)
Semente 1 0,90 (0,003) 0,36 (0,035) - 0,82 (0,000)
Semente 2 0,34 (0,047) 0,16 (0,354) 0,82 (0,000) -

O coeficiente de correlagdo de Spearman entre os dados de
severidade média dos dois experimentos do método de inoculagao por aspersao e os
dados de severidade média dos dois experimentos do método de sementes
infectadas, € positivo e significativo, mas de valor considerado médio-baixo 0.41
(p<0,013).

4.5.2 Experimentos em Campo

Os resultados obtidos em campo foram comparados considerando
dois parametros importantes da ocorréncia de doencas, a severidade final e a area
abaixo da curva de progresso da doenga (Tabelas 4.3 e 4.4).

Em funcdo da época de semeadura dos ensaios de campo, houve
menor severidade da doenga, comparada a outros ensaios semeados mais cedo nas
mesmas regides. O experimento de Campo Novo do Parecis, semeado 19 dias apods
o do Lucas do Rio Verde, apresentou menor severidade da mancha-alvo, com maximo
de 20% de area foliar afetada. Os fatores ambientais ndo favoreceram o
desenvolvimento do patégeno e consequentemente o atraso na semeadura se

configurou como um escape a doenga.
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Tabela 4.3 Severidade final (% de area foliar afetada) da mancha-alvo em diferentes
gendtipos de soja em campos naturalmente infectados nos municipios de Lucas do
Rio Verde e Campo Novo do Parecis (MT) na safra de 2021/2022.

Severidade final (% A.F.)"

Genotipos Lucas do Rio Verde Campo Novo do Parecis
BMX Auge 52,00%a 19,33 a
NEO 750IPRO 52,00 a 15,00 ¢
Linhagem 18 52,00 a 15,00 ¢
Linhagem 7 52,00 a 15,33 ¢
BMX Extra 50,00 b 18,33 a
Linhagem 1 47,33 bc 20,00 a
BMX Bonus 46,67 bc 17,67 b
Linhagem 6 42,00 cd 16,33 ¢
Linhagem 5 40,00 de 18,67 a
DM 75174 35,00 e 13,67 d
Linhagem 8 35,00 e 15,67 c
BMX Voraz 28,33 f 14,33 d
Linhagem 19 25,33 f 17,00 b
BMX Olimpo 25,00 fg 15,67 c
Linhagem 17 25,00 fg 13,67 d
Linhagem 15 25,00 fg 17,00 b
Linhagem 24 25,00 fg 16,33 ¢
Linhagem 3 25,00 fg 13,00d
Linhagem 26 24,00 hi 15,00 c
Linhagem 25 23,33 gh 17,33 b
Linhagem 4 21,67 hi 15,00 c
BMX Ciclone 20,00 13,67 d
Linhagem 10 20,00 19,33 a
Linhagem 16 18,00 j 15,67 ¢
Linhagem 11 18,00 j 17,67 b
Linhagem 20 17,00 jk 15,67 ¢
Linhagem 21 16,00 jkl 15,67 ¢
Linhagem 22 14,67 Kkl 13,67 d
Linhagem 2 14,00 Im 14,33 d
Linhagem 12 12,00 m 15,67 ¢
Linhagem 14 12,00 m 16,33 ¢
Linhagem 23 12,00 m 17,33 b
Linhagem 9 12,00 m 15,67 c
Linhagem 13 10,00 n 15,67 c
M 7739 10,00 n 13,00d

'Severidade avaliada com auxilio da escala diagramatica proposta por Soares, Godoy e Oliveira (2009).
*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pela analise de Friedman
(p<0,05).
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Tabela 4.4 Area abaixo da curva de progresso da doenca normalizada (AACPDN) da
severidade da mancha-alvo em linhagens e cultivares comerciais de soja em Lucas
do Rio Verde e Campo Novo do Parecis, em Mato Grosso, na safra de 2021/2022.

Genobtipos . AACPDN .
Lucas do Rio Verde Campo Novo do Parecis
BMX Auge 49,86 a 5,86 fghij
Linhagem 18 48,90 ab 4,92 kimn
Linhagem 7 47,71 ab 5,59 jkl
NEO 750 47,24 ab 4,49 Imn
BMX Extra 47,00 ab 6,67 defgh
Linhagem 6 37,68 abc 6,29 efghi
Linhagem 1 36,83 abc 11,43 a
BMX Bbénus 31,77 bed 6,14 ghij
Linhagem 8 28,25* cde 6,31 efghij
DM 75174 27,61 cdef 3,83 n
Linhagem 5 27,14 efgh 8,85 ab
BMX Voraz 26,51 defg 4,50 mn
Linhagem 3 25,32 efgh 3,96 n
Linhagem 15 25,32 efgh 7,26 abcd
BMX Olimpo 25,32 efgh 7,00 abcde
Linhagem 17 24,68 fghi 4,96 kimn
Linhagem 26 24,32 ghijk 6,30 defgh
Linhagem 24 24,04 ghij 6,44 defgh
Linhagem 25 21,83 ghij 6,47 efghij
Linhagem 19 20,90 hijk 6,29 efghij
Linhagem 4 19,95 jkI 4,07 bedef
BMX Ciclone 19,64 ijkl 4,07 mn
Linhagem 10 19,36 jki 8,73 abc
Linhagem 16 19,29 ki 5,62 ijkl
Linhagem 11 18,86 kI 8,36 abc
Linhagem 2 17,86 Im 5,76 hijk
Linhagem 20 17,86 Im 4,91 kimn
Linhagem 21 16,32 Im 5,11 kim
Linhagem 22 15,85 Im 4,23 mn
Linhagem 12 12,00 mn 4,77 Imn
Linhagem 14 12,00 mn 6,23 efghij
Linhagem 23 12,00 mn 6,64 cdefg
M 7739 11,29 n 4,72 Imn
Linhagem 9 11,14 n 6,67 bcdefg
Linhagem 13 10,00 n 5,05 klm

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pela analise de Friedman (p<0,05).

O desenvolvimento de uma doencga é dependente de diversos fatores
ambientais, dentre eles destacam-se a temperatura, a umidade e a luminosidade (LIU;
HE, 2019). Ensaios desenvolvidos em condi¢ées de campo estao sujeitos a muitas

variaveis comparados a ensaios de casa-de-vegetagdo. As condigdes ambientais
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ocasionalmente nado favorecem o desenvolvimento de doengas e prejudicam a
avaliacao da resisténcia de gendétipos a campo (WEBSTER et al., 2021).

Devido a baixa severidade de mancha-alvo observada em Campo
Novo do Parecis, o experimento de Lucas do Rio Verde foi mais informativo. De acordo
com Ellis et al. (2014), os locais de campo devem ser selecionados para otimizarem
as infecg¢des naturais ou epidemias induzidas para que ocorra uma selecéao efetiva de
resisténcia de genotipos.

Os dados meteoroldgicos da safra de 2021/2022, revelam que os dois
locais diferiram em temperatura e principalmente na precipitagcdo. De acordo com
dados nao publicados da Fundacao Rio Verde (comunicagao pessoal), o volume de
precipitacdo em Lucas do Rio Verde durante o més de dezembro foi superior a 600
mm, com concentragdo de chuvas no inicio do estadio reprodutivo da soja (Figura
4.1). A umidade relativa do ar, esteve em média acima de 80% durante todo o ciclo
da cultura no municipio.

Em Campo Novo do Parecis a semeadura foi realizada em 3 de
dezembro e observa-se que 0s meses subsequentes registraram volume de
precipitacdo abaixo de 20 mm. Em Lucas do Rio Verde, além de apresentar maior
volume de precipitacdo ao longo do ciclo da cultura, a temperatura também foi mais
préxima da ideal para o desenvolvimento do patdgeno (Figura 4.1). Provavelmente,
essas condigdes meteoroldgicas registradas na lavoura de Campo Novo do Parecis,
nao favoreceram o desenvolvimento de epidemias de mancha-alvo na soja.

Os prejuizos causados pela mancha-alvo, sao influenciados por
condicbes ambientais favoraveis a doenca até mesmo em areas com a aplicacao de
fungicidas, sendo que a umidade elevada é fundamental tanto para o desenvolvimento
das plantas quanto para as doengas (MOLINA et al., 2018).

Durante a safra de 2013/2014 a condigao ambiental nos dois locais no estado
de Mato Grosso, nao favoreceu a ocorréncia de epidemias de mancha-alvo na soja.
Outro fator de impacto sobre a presséo de inéculo de Corynespora cassiicola refere-
se a intensificagdo do uso de fungicidas em areas de produgao de soja, a qual visa o

controle principalmente da ferrugem-asiatica (TERAMOTO et al., 2017).

Figura 4.1 Dados meteoroldgicos dos municipios de Lucas do Rio Verde (A) e Campo
Novo do Parecis (B), Mato Grosso, durante a condugéo dos experimentos na safra
2021/2022.
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Fonte: Dados do municipio de Lucas do Rio Verde, obtidos da Fundacao Rio Verde (ndo publicados).

Dados do municipio de Campo Novo do Parecis, obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia (Inmet).

No experimento de Lucas do Rio Verde, com base nos dados de
severidade final e AACPDN, os gendtipos mais suscetiveis foram as cultivares
comerciais BMX Auge e Neo 750IPRO e as linhagens 7 e 18. Comportaram-se como
mais resistentes nesse local, os gendtipos M7739 e as linhagens 9 e 13 (Tabelas 4.3
e4.4).



48

A reacdo da cultivar M7739 a doenca € caracterizada como
moderadamente resistente pelos detentores da marca. Em todos os experimentos
apresentou a menor severidade tanto em ambiente controlado quanto a campo. Ja a
cultivar BMX Auge mostrou suscetibilidade a mancha-alvo em todos os experimentos,
confirmando resultados observados em ensaios prévios sobre sua reagao frente a
doencga. Com isso, pode-se inferir que, mesmo em condigdes de baixa pressao da
doenca, os padrboes utilizados nesse estudo reproduziram o comportamento
previamente determinado.

Programas de melhoramento genético buscam, entre outras
caracteristicas, desenvolver gendtipos de alta performance produtiva e estabilidade
nas diferentes regides de cultivo. Os dados de produtividade dos experimentos podem
ser observados na tabela 4.5. A linhagem 13 tem destaque em ambos os locais, com
a maior produgao que correlaciona com menor severidade da doenga. As cultivares
BMX Auge e BMX Extra e as linhagens 7 e 1 apresentaram baixa produtividade e
elevada severidade de mancha-alvo.

A linhagem 8, atingiu uma produtividade relativamente alta nos dois
locais, 2650 Kgha' em Lucas do Rio Verde e 1616 Kg.ha' em Campo Novo do
Parecis, mesmo apresentando reacao de suscetibilidade frente a doenca. Em Lucas
do Rio Verde, observamos que a cultivar BMX Bonus apresentou grande sensibilidade
ao patdégeno (46,67% de area foliar afetada), entretanto a severidade da doenca néo
afetou sua producao neste local.

De acordo com a tabela de produtividade dos genétipos, verificamos
que o experimento de Campo Novo do Parecis, apresentou menor produgao
comparado ao campo de Lucas de Rio Verde. Este fato pode ser explicado por
diversos fatores, como a data mais tardia de semeadura do experimento e a escassez
de precipitagdes neste local durante o ciclo de cultura. A severidade de doencas, a
produtividade e a qualidade de sementes mudam de acordo com a regido e ano de
cultivo, e dependem de fatores como clima, tratos culturais, manejo de doencgas e da

variabilidade genética dos patdgenos e gendtipos de soja (LIN et al., 2022).
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Tabela 4.5 Produtividade de linhagens e cultivares comerciais de soja em Lucas do
Rio Verde e Campo Novo do Parecis, em Mato Grosso, na safra de 2021/2022.

Lucas do Rio Verde

Campo Novo do Parecis

Genodtipo Produtividade® Genétipo Produtividade®
Linhagem 13 2842*3 Linhagem 13 2834 a
Linhagem 26 2763 a Linhagem 4 2808 a
Linhagem 22 2715 a Linhagem 3 1770 b
Linhagem 25 2657 a Linhagem 8 1734 b
Linhagem 8 2650 a Linhagem 9 1616 b
BMX Bonus 2623 a Linhagem 16 1520 b
M7739IPRO 2582 a Linhagem 5 1446 b
BMX Ciclone 2457 b Linhagem 14 1390 ¢
BMX Olimpo 2430 b Linhagem 10 1370 ¢
Linhagem 3 2370 b Linhagem 26 1290 ¢
Linhagem 20 2278 b Linhagem 15 1268 ¢
BMX Voraz 2242 b Linhagem 17 1266 ¢
Linhagem 16 2220 b BMX Ciclone 1260 ¢
Linhagem 10 2193 b Linhagem 7 1248 ¢
Linhagem 19 2137 ¢ Linhagem 24 1220 ¢
Linhagem 14 2095 ¢ BMX Olimpo 1200 ¢
Linhagem 21 2095 ¢ Linhagem 2 1162 ¢
75I74RSF IPRO 2077 ¢ Linhagem 19 1142 ¢
Linhagem 23 2057 ¢ Linhagem 6 1128 ¢
Linhagem 17 2045 ¢ Linhagem 12 1074 c
Linhagem 15 2017 ¢ Linhagem 11 1044 d
Linhagem 4 1965 ¢ Linhagem 23 1026 d
Linhagem 5 1938 ¢ 75I74RSF IPRO 1022 d
NEO750 IPRO 1872 ¢ Linhagem 20 1012 d
Linhagem 12 1837 ¢ Linhagem 22 990d
Linhagem 11 1812 ¢ Linhagem 18 928 d
Linhagem 24 1772 ¢ BMX Bonus 870d
Linhagem 6 1695 d Linhagem 21 802d
Linhagem 18 1657 d Linhagem 25 800d
Linhagem 9 1647 d BMX Auge 628 e
Linhagem 2 1603 d M7739IPRO 610 e
BMX Auge 1522 d Linhagem 1 554 e
BMX Extra 1490 d BMX Voraz 544 e
Linhagem 7 1478 d NEO750 IPRO 524 e
Linhagem 1 988 e BMX Extra 468 e

' Produtividade expressa em Kgha™' e representativa de area colhida de 5 m x 0,9 m.
*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

4.5.3 Correlacao entre dados de severidade de mancha-alvo em ambiente
controlado e severidade em condi¢des de ocorréncia natural a campo
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As correlagdes de Spearman entre os dados de severidade em experimentos
inoculados artificialmente por aspersao e semente em casa-de-vegetacao e campo de
Lucas do Rio Verde revelam que houve uma correlagao significativa. Para Campo
Novo do Parecis somente um experimento teve correlagéo significativa (Tabela 4.6).

Ishikawa et al. (2018) verificaram correlagéo positiva (rs= 0,80) entre método
de inoculagao de Macrophomina phaseolina em casa-de-vegetagdo com resultados
de avaliagdo a campo, indicando que a reacgéo de cultivares de soja em campo pode

ser estudada em casa-de-vegetacao.

Tabela 4.6 Valores de coeficiente de correlacédo (rs) e p-valor de Spearman entre
dados de métodos de inoculagao por aspersao e sementes infectadas em casa-de-
vegetacao e dados obtidos em condigdes naturais de infecgdo em Lucas do Rio Verde-
MT e Campo Novo do Parecis-MT na safra de 2021/2022.

Método de inoculagdao Experimento Lucas do Rio Verde Campo Novo do Parecis

rs (p-valor) rs(p-valor)
B 1 0,40 (0,017) 0,12 (0,479)
Aspersao

2 0,31 (0,066) 0,24 (0,159)
1 0,31 (0,068) 0,15 (0,389)

Sementes infectadas
2 0,33 (0,050) 0,33 (0,049)
Aspersao 1e2 0,41 (0,016) 0,14 (0,422)
Sementes infectadas 1e2 0,32 (0,065) 0,24 (0,161)

Ishikawa (2018), estudou respostas de cultivares de soja a Sclerotinia
sclerotiorum em campo e casa-de-vegetagdo. Os métodos de inoculagéo testados em
casa-de-vegetagdo apresentaram correlagdo de Spearman significativas e positivas,
que variaram de rs= 0,45 a 0,62.

Moellers et al. (2017) relataram coeficientes de correlagao entre experimentos
em casa-de-vegetagdo e campo variando de 0,12 a 0,17 em avaliacbes de mofo-
branco da soja. Os autores afirmam que, embora informativos, os ensaios em casa-
de-vegetacado podem nao correlacionar com os resultados de campo.

Experimentos de campo, mesmo aqueles inoculados artificialmente, nao
asseguram a homogeneidade da pressdo de indculo, em fungdo das condigdes
ambientais incertas e da sobreposigao de infecgdo natural do patégeno que pode ser

variavel entre os gendtipos. Em funcao disso, estudos em ambiente controlado sé&o
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mais precisos para avaliar a resisténcia fisiolégica real dos materiais (KANDEL et al.,
2018).

Valores moderados de correlagado encontrados entre resultados de condi¢des
controladas e de campo reforcam a evidéncia de trabalhos prévios em outros
patossistemas. Isso sugere que avaliagdes em casa de vegetacgao e laboratério devam
ser exaustivamente testados para que possam ser considerados confiaveis para as

corretas identificagéo e caracterizagéo da resisténcia no campo (Ishikawa et al., 2018).

46 CONCLUSOES

Os métodos de inoculagao testados em casa-de-vegetacdo foram
capazes de diferenciar a reacdo dos genotipos frente a mancha-alvo da soja. O
método de inoculagao por sementes infectadas apresentou maior reprodutibilidade e
confianga, além de ser um método de selegao precoce da doenca, permitindo que o
programa de melhoramento avance mais rapidamente. Os dados do ensaio de Lucas
do Rio Verde apresentaram maior correlagdo com os dados de casa-de-vegetacéo. A
severidade de mancha-alvo de Campo Novo do Parecis foi muito baixa e néao
apresentou correlagdo significativa com os dados de casa-de-vegetacao.
Experimentos instalados em campo sao dependentes de fatores ambientais e de
pressdo de indculo para o progresso da doencga, portanto, mais estudos sao
necessarios para estudar a correlacao entre a severidade em casa-de-vegetagao e

severidade em campos naturalmente infestados.
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5 ARTIGO C - AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Corynespora cassiicola
EM CULTIVARES DE SOJA

5.1 RESumO

Corynespora cassiicola é o agente causal da mancha-alvo em diversas culturas de
interesse econdmico. Na soja, causa a doenga conhecida como mancha-alvo,
presente em todas as regides brasileiras produtoras de soja, acarretando impacto
negativo na produgao principalmente na regido do cerrado. Neste estudo foi avaliada
a agressividade de seis isolados de C. cassiicola de soja procedentes de diferentes
estados brasileiros e inoculados em quatro cultivares de soja com diferentes niveis de
resisténcia a mancha-alvo. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagédo, com
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial com seis
repeticoes. As plantas foram inoculadas pelo método de aspersao de suspenséao de
conidios aos 21 dias apds a semeadura. Apos 20 dias de inoculadas, as plantas foram
avaliadas quanto a severidade das lesdes foliares. Foi verificada interagéo significativa
isolado x cultivar. A cultivar Monsoy 7739 apresentou menor severidade da doenga e
diferiu estatisticamente das demais cultivares. Quando a cultivar BMX Bénus foi
desafiada com os seis isolados de C. cassiicola mostrou-se suscetivel a doenga e nao
apresentou diferenga estatistica das cultivares BMX Garra e BS 2606. Nao foi
detectada associagao de agressividade com a origem geografica dos isolados.

Palavras-chave: Glycine max, Mancha-alvo, Patogenicidade.

5.2 ABSTRACT

Corynespora cassiicola is the causal agent of target spot in several cultures of
economic interest. In soybean, it causes the target spot disease present in all Brazilian
soybean producing regions, causing a negative impact on production, especially in the
cerrado region. In this study, the aggressiveness of six isolates C. cassiicola soybean
from different Brazilian states and inoculated in four soybean cultivars with different
levels of resistance to target spot. The experiment was conducted in a greenhouse,
with an experimental design completely randomized in a factorial scheme with six
replications. The plants were inoculated by the conidia suspension sperse method at
21 days after sowing. After 20 days of inoculated, the plants were evaluated for the
severity of leaf lesions. Foi verificada interagdo significativa isolado x cultivar. The
cultivar Monsoy 7739 presented lower severity of the disease and differed statistically
from the other cultivars. When the cultivar BMX Bénus was challenged with the six
isolates of C. cassiicola was susceptible to the disease and showed no statistical
difference between the cultivars BMX Garra and BS 2606. No association of
aggressiveness was related to the geographical origin of the isolates.

Keywords: Aggressiveness, Glycine max, Target spot.
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5.3 INTRODUCAO

As pragas e os fitopatdgenos sao os principais fatores bidticos que
causam a redugao da produtividade da soja, podendo a mancha-alvo ser responsavel
por perdas consideraveis no rendimento da cultura. Os sintomas mais comuns
associados a doenga sdo manchas foliares com formato circular, que remetem a um
alvo, devido ao ponto de infecgdo do patdégeno no centro da lesdo. Esses sintomas
sdo observados mais frequentemente no terco inferior do dossel da planta (MOLINA
et al., 2022).

O agente etiologico da mancha-alvo da soja, € o fungo Corynespora
cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei e foi relatado pela primeira vez no Brasil em
1976. E favorecido por condicdes de alta umidade relativa e sobrevive principalmente
em restos culturais e sementes infectadas, sendo responsavel por causar perdas de
rendimento de até 40,5% (GODOY et al., 2016; MOLINA et al., 2018). Molina et al.
(2018) estimaram os danos causados por C. cassiicola em soja e observaram redugao
significativa da produtividade conforme aumenta a severidade da doenca, verificando
uma perda potencial de 24% de produtividade quando a severidade da doenga atinge
50% de area foliar lesionada.

A mancha-alvo da soja € considerada uma doenga ressurgente nas
Ameéricas, como consequéncia do aumento de sua importancia nos ultimos anos
(MOLINA et al., 2022). A estratégia de manejo de doengas emergentes e o
desenvolvimento de gendtipos resistentes deve levar em consideragao a biologia dos
patdgenos e a diversidade dentro e entre as populagdes dos mesmos (SUMABAT;
KEMERAIT; BREWER, 2018).

Existe uma variacdo cultural e morfolégica entre isolados de C.
cassiicola, remetendo a uma possivel ocorréncia de ragas fisiolégicas que explicariam
a diversidade do fungo (AGUIAR et al., 2022). Estudos sobre isolados de C. cassiicola
de diferentes hospedeiros revelam que ha influéncia geografica na agressividade do
patdgeno, além da possivel existéncia de ragas fisioldgicas, ha uma interagdo nao
especifica entre isolados e diferentes hospedeiros (FERREIRA; BENTES, 2017).

Em programas de melhoramento, experimentos de campo e de casa-
de-vegetacao sdo implementados para selecdo de gendtipos resistentes. Para testes

em ambiente controlado é importante verificar possivel variagdo na agressividade de
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isolados (KULL et. al, 2003). A agressividade de patégenos caracteriza-se pela
capacidade quantitativa de patogenicidade e ndo se refere a presenca de genes de
resisténcia. Pode ser estimada pelo componente severidade, ou seja, a porcentagem
do hospedeiro afetada pela doencga. A eficiéncia de infec¢do, o periodo infeccioso e
de laténcia, a produgao de esporos e o tamanho da lesdo sao componentes que
caracterizam a agressividade (PARIAUD et al., 2009).

Em estudo com cinquenta e trés isolados de C. cassiicola amostrados
de diferentes hospedeiros, Sumabat, Kemerait e Brewer (2018) concluiram que, na
maioria das vezes, o patdégeno foi mais agressivo quando inoculado em seu
hospedeiro de origem. A produgao da toxina cassiicolina pode indicar a agressividade
de C. cassiicola (RESHMA et al., 2022).

Neste estudo, os objetivos foram: (i) comparar a agressividade de seis
isolados de C. cassiicola provenientes de diferentes regides produtoras de soja do
Brasil inoculados em quatro cultivares de soja com diferentes niveis de resisténcia a

mancha-alvo e (ii) verificar se existe interagdo entre cultivar e isolado.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Origem e manutencao do inoculo

Para este estudo foram utilizados seis isolados do fungo, coletados
em diferentes regides produtoras de soja do Brasil (Tabela 5.1).

Para obtencado dos isolados foi realizado um isolamento indireto a
partir de fragmentos de folhas com sintomas tipicos da doenga em meio de cultura a
base de suco de tomate (120 mL suco de tomate; 2,8 mL de CaCOs; 12g de agar e
480 mL de agua destilada). Os isolados foram mantidos pelo método de Castellani a
5 °C e fotoperiodo de 12/12 horas, na colegao de fitopatégenos da empresa GDM

Genética do Brasil.
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Tabela 5.1 Identificacdo e origem dos isolados de Corynespora cassiicola, coletados
em seis regides produtoras de soja do Brasil no ano 2021.

Identificagido Origem (municipio — estado)
417 Assis—SP
413 Sapezal-MT
430 Montividiu—-GO
423 Sidrolandia—MS
418 Ibipord—PR
422 Porto Nacional-TO

5.4.2 Material vegetal e condugao do experimento

O experimento foi conduzido em laboratério e casa-de-vegetacao da
empresa GDM Genética do Brasil, localizada em Cambé, Parana.

Os gendtipos de soja foram selecionados com base em sua reagéo a
doenca: M 7739 IPRO (moderadamente resistente)), BMX Bbnus IPRO
(moderadamente suscetivel), BMX Garra IPRO (suscetivel) e BS 2606 IPRO
(suscetivel). A semeadura foi realizada em vasos plasticos de 1 L de capacidade
preenchidos com solo autoclavado. Os vasos foram dispostos separadamente em
casa-de-vegetacgao para n&o ocorrer contaminagao entre isolados. Apds a semeadura,
a temperatura da casa-de-vegetacao foi ajustada para 30 °C £ 2 °C até o momento da

inoculagao.

5.4.3 Inoculagao
A inoculagao foi realizada em plantas de 21 dias de idade, no estadio
V4 de desenvolvimento. O método de inoculagcado foi a aspersao da suspensao de
conidios, método estabelecido em publicagdo das instrugcbes para execugao dos
ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de
soja, para determinar a reag&o de cultivares a mancha-alvo em ensaios de casa-de-
vegetacado (MAPA, 2007).
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Os isolados foram reativados em meio de cultura (120 mL suco de
tomate; 2,8 mL de CaCOs; 12 g de agar e 480 mL de agua destilada). Apds sete dias
foram repicados em placas de Petri com meio de cultura a base de suco de tomate e
mantidos em temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 12/12 horas. Apos 21 dias de
crescimento em meio de cultura, foi preparada uma suspensdo ajustada para a
concentragdo de 1,0x108 conidios/mL com auxilio de cdmara de Neubauer.

As folhas das plantas foram pulverizadas com a suspensdo até o
ponto de escorrimento. Apds a inoculagdo a temperatura da casa-de-vegetacao foi
ajustada para 28 °C £ 2 °C e umidade acima de 80%. As plantas foram acondicionadas
em camara umida e acompanhadas de molhamento foliar por aspersao a cada 2 horas

durante o dia até a avaliagao.

5.4.4 Avaliagado da severidade da mancha-alvo
A avaliacao foi realizada aos 20 dias apds a inoculagao. A severidade
da mancha-alvo nas folhas foi determinada com base na escala diagramatica para

mancha-alvo da soja proposta por Soares, Godoy e Oliveira (2009).

5.4.5 Delineamento experimental e analise de dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6 x 4 (6 isolados x 4 cultivares) com seis repetigdes.

Os dados de severidade foram verificados quanto a homogeneidade
da variancia e a normalidade dos residuos e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade, com o pacote AgroR do software RStudio.

5.5RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados foram transformados por log(y) e submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk de normalidade de erros e ao teste de Bartlett de homeogenidade das
variancias. Os erros foram considerados normais (p-valor= 0,80) e as variancias

foram consideradas homogéneas (p-valor= 0,40).
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Os resultados de severidade de mancha-alvo em quatro cultivares de
soja, sao apresentados na Tabela 5.2. Houve interagao significativa cultivar x isolado.
A cultivar Monsoy 7739 se manteve moderadamente resistente, a cultivar BMX Bénus
anteriormente classificada como moderadamente suscetivel n&o diferiu das cultivares
suscetiveis, BMX Garra e BS 2606.

Esses resultados indicam que possivelmente a distribuicdo geografica
dos isolados é indiferente ao gendtipo, entretanto para confirmar esse efeito, mais
estudos com esse foco devem ser realizados. Isolados patogénicos de diversas
regides geograficas comumente compartilham haplétipos idénticos apontando para
um possivel grau de especializacdo do hospedeiro (DIXON et al, 2009). Os autores
relataram que isolados de C. cassiicola amostrados de tomate em diferentes paises

compartilhavam dos mesmos haplétipos em todos os quatro loci.

Tabela 5.2. Severidade (%) de mancha-alvo em cultivares de soja inoculadas com

seis isolados de Corynespora cassiicola em casa-de-vegetagéao.

Cultivar Isolado

413 417 418 422 423 430
BMX Bonus 50,70'aAB? 47,50 aAB 34,30 aB 48,80 aAB 30,20aB 68,50 aA
BMX Garra 58,70 aA 31,50 aA 39,20 aA 36,70 aA 49,80 aA 35,50 aA
BS 2606 52,00 aA 35,80 aA 40,70 aA 68,70 aA 33,00 aA 43,30 aA

Monsoy 7739 2,70 bBC 1,80 bC 2,70 bBC 4,30 bABC 7,00 bA 4,70 bAB
CV=15,3%
"Médias originais, para analise as médias foram transformadas por log(y).

2Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e maiusculas nas linhas n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Rondon e Lawrence (2021) relatam a escassez de pesquisas que
relacionam os fatores de variabilidade genética, a origem geografica e a origem do
hospedeiro com os aspectos morfoldgicos e as interagées com os hospedeiros de C.

casiicola e o impacto disso na resposta dos germoplasmas.

Considerando o fator isolado dentro da cultivar, s6 foi possivel
observar diferenga nas cultivares BMX Bonus e Monsoy 7739. Na cultivar BMX Bénus,
o isolado 430 de origem de Montividio apresentou a maior média de severidade da

doenca e nao diferiu dos isolados 413, 417 e 422, de origem de Sapezal, Assis e Porto
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Nacional, respectivamente. Os isolados 418 e 423, de Ibipora e Sidrolandia,
respectivamente, apresentaram as menores médias de severidade e foram
considerados semelhantes estatisticamente, diferindo apenas do isolado de
Montividiu (430).

Na cultivar Monsoy 7739, o isolado 423 de Sidroladia apresentou a
maior severidade e se mostrou diferente dos isolados 413, 418 e 417, de Sapezal,
Ibipora e Assis, respectivamente. As cultivares BS 2606 e BMX Garra nao

apresentaram diferenca de severidade quando inoculadas com os diferentes isolados.

O sucesso do screening para reagdo a doengas depende da
eficiencia em distinguir a suscetibiliade de gendtipos hospedeiros a doengas de
acordo com o seu desempenho no campo, sendo que a variagao na agressividade do
isolado pode influenciar esse processo (KULL et al., 2003). Os autores verificaram que
a reacao de suscetibilidade ou resisténcia parcial de cultivares de soja frente a

inoculagao de Sclerotinia sclerotiorum foi influenciada pelo isolado.

Neste estudo, todos os isolados foram capazes de reproduzir
sintomas nas plantas e todos indicaram a cultivar Monsoy 7739 como a menos
sucetivel. Fischer et al. (2022), testaram cinquenta isolados de C. cassiicola na cultura
do pepino e seus resultados apontaram para uma severidade variavel em relagéo ao

isolado, onde todos causaram sintomas de mancha-alvo.

A cultivar Monsoy 7739 confimou sua reagcdo a doenga, sendo
moderadamente resistente a todos os isolados testados, embora, com diferenga

significativa de severidade entre eles (1,80% a 7% de severidade).

A resisténcia genética é fundamental para o manejo de doencas. No
caso da mancha-alvo, a resisténcia de cultivares de soja é herdada de forma
quantitativa e a limitagcdo quanto a herdabilidade aponta para uma influéncia do
ambiente no fendtipo (SOARES; ARIAS, 2020; MOLINA et al., 2022).

5.6 CONCLUSOES

Foi verificada interagéo significativa isolado x cultivar. Os isolados de
Corynespora cassiicola testados nesse estudo variam em agressividade nas cultivares

Monsoy 7739 e BMX Bénus. Nao foi verificada relagdo entre a origem e a
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agressividade dos isolados. Os resultados desse estudo contribuem para o
entendimento da agressividade de C. cassiicola na cultura da soja, entretanto, estudos
futuros devem ser realizados para o entendimento mais profundo da interacao entre

isolado e hospedeiro.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que, a
escala diagramatica proposta além de promover melhores acuracia e precisao das
estimativas de severidade de mancha-alvo em cotilédones de soja, € também uma
ferramenta de auxilio para avaliagdes precoces da doenca.

Os métodos de inoculagao por sementes infectadas e aspersdo em
casa-de-vegetacdo foram capazes de diferenciar a reacdo dos gendtipos frente a
mancha-alvo da soja. O método de sementes infectadas apresentou maior
reprodutibilidade, além de permitir uma selecéo precoce da doenca.

Concluimos também que existe interacdo isolado x cultivar,
verificando que os isolados de Corynespora cassiicola variam em agressividade nas

cultivares de soja testadas.



