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RESUMO

A transmisséo e a disseminacdo da Phytophthora sojae em relagdo a semente de soja ainda se
mantém com aspectos pouco esclarecidos, e que sdo de extrema importancia no ambito
epidemioldgico deste patossistema. Sabe-se que a podriddao de fitéftora, causada pelo
referido patdgeno, tem sido registrada em uma grande area de producéo de soja no Brasil. O
proposito deste trabalho, foi avaliar em condicbes controladas, a relagcdo de P. sojae com
sementes de soja, tendo como focos principais avaliar a potencialidade de transmissdo do
patdgeno de planta para sementes e verificar os efeitos e a viabilidade e longevidade deste
organismo em sementes apo0s a colheita. Foi proposito também deste estudo avaliar a
sensibilidade de P. sojae a alguns fungicidas em fase experimental no Brasil visando a
utilizacdo destes produtos em tratamento de sementes de soja. Para estes estudos foram
utilizados um isolado de P. sojae e trés cultivares de soja consideradas suscetiveis a podriddo
de fitoftora. A transmissibilidade do patdégeno de plantas/vagens inoculadas as sementes foi
avaliada por meio de dois metodos de inoculacdo em casa de vegetacdo. As avaliagdes
constaram de testes de sanidade e germinacdo padrdo. Para avaliacédo de efeitos e viabilidade
de P. sojae a partir de sementes inoculadas em condicGes controladas de laboratorio utilizou-
se a técnica de condicionamento hidrico com dois niveis de indculo, equivalentes a exposi¢ao
das sementes as colonias do patogeno pelos tempos de 48 e 96 horas. Os efeitos do patdégeno
foram avaliados pelo teste de emergéncia em substrato de areia + composto organico e a
viabilidade pelo teste de sanidade com plagqueamento de partes das plantas emergidas. Para o
teste de sensibilidade do patdgeno a fungicidas foram utilizados 3 produtos com principios
ativos distintos e dois produtos comerciais ja registrados para oomycetes e um isolado do
patdgeno. As avaliacbes foram feitas por meio de medicdes diarias de didmetro de
crescimento micelial e observagdes de caracteristicas morfoldgicas das coloniasdesenvolvidas
no periodo de incubacdo. Os resultados deste estudo revelaram que P. sojae ndofoi detectado
em sementes colhidas de vagens inoculadas em dois estadios de desenvolvimento. A
transmissdo do patdgeno a partir de sementes somente ocorreu com as sementes recém
inoculadas, ndo havendo viabilidade do patdgeno em sementes secas avaliadas a partir do
finaldo primeiro més de armazenamento. A partir de sementes recém inoculadas o patdgeno
foi capaz de causar danos significativos ao desempenho das sementes e plantas emergidas.
Pelo ensaio de sensibilidade de P. sojae a fungicidas, os resultados mostraram que
Oxathiapiprolin foi o ingrediente mais eficaz em reduzir o crescimento micelial de P. sojae ao
lado dos produtosMaxin Advanced e Apron, sendo 0 mesmo uma das alternativas atuais para
a formulacdo de misturas que possam ser utilizadas pelos agricultores no tratamento de
sementes de soja.

Palavras-Chave: Podridao radicular. Transmissdo. Efeitos. Tratamento de sementes.



ABSTRACT

The transmission and dissemination of Phytophthora sojae regarding soybean seed still
remain as aspects that are poorly understood, and that they are of extreme importance in the
epidemiological scope of this pathosystem. It is known that Phytophthora rot, caused by this
pathogen, has been reported in a large area of soybean production in Brazil. The purpose of
this work was to evaluate, under controlled conditions, the relationship of P. sojae with
soybean seeds, with the main focus on evaluating the potentiality of transmission of the
pathogen from plant to seed and to verify the efects and viability and longevity of this
organism in seeds after harvest. It was also the purpose of this study to evaluate the
sensitivity of P. sojae to some fungicides in experimental phase in Brazil aiming at the use of
them in soybean seed treatment. For these studies, an isolate of P. sojae and three soybean
cultivars considered susceptible to phytophthora rot were used. The transmissibility of the
pathogen from inoculated plants/pods to seeds was evaluated using two inoculation methods
in a greenhouse. The evaluations were carried out by using sanity and standard germination
tests. To evaluate the effects and viability of P. sojae from inoculated seeds under controlled
laboratory conditions, it was used the technique of water conditioning with two levels of
inoculum, equivalents to the exposure of seeds to colonies of the pathogen for 48 and 96
hours. The effects of the pathogen were evaluated by the emergence test in organic compost
amended with sand and the viability by the health test by plating fragments of the emerged
plants. For the fungicide sensitivity test, three products with distinct active ingredients and
two commercial products already registered for oomycetes and one isolate of the pathogen
were used. Evaluations were made by daily measurements of mycelial growth diameter and
observations of morphological characteristics of the colonies developed during the
incubation period. The results of this study revealed that P. sojae was not detected in seeds
harvested from inoculated pods at two developmental stages. Transmission of the pathogen
from seed only occurred in freshly inoculated seed, and there was no viability of the pathogen
in dry seed evaluated after the first month of storage. From freshly inoculated seed, the
pathogen was able to cause significant damage to seed performance and emerged plants. By
testing the sensitivity of P. sojae to fungicides, the results showed that Oxathiapiprolin was
the most effective ingredient in reducing the mycelial growth of P. sojae comparable to
Maxin Advanced and Apron. Such product is a potential alternative for formulation of
commercial products that may be used by farmers in the treatment of soybean seeds.

Keywords: Root rot. Transmission. Effects. Seed treatment.
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1 INTRODUCAO

A cultura da soja constitui uma das mais importantes atividades do Agronegécio
brasileiro sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial de grdos desta espécie.
(CONAB, 2021). A producdo de soja na safra 2022/23 é de 153.583,2 mil toneladas (até o
momento) ocupando uma area de cultivo de 43.242,3 mil ha, havendo um aumento de 4,2%
em relacdo asafra anterior (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2022).

O grande destaque do Brasil no mercado internacional de commodities agricolas se
da pela conjugacdo de diversas caracteristicas que favorecem a este tipo de atividade, como
clima,solo, disponibilidade de recursos hidricos, tecnologias atualizadas, dentre outras. Além
disso, opais também se sobressai por possibilitar em algumas regides a realizacdo de dois
cultivos em um ano, no periodo chuvoso (verdo), o que proporciona maior exploracdo de uma
mesma darea, maior producdo e consequentemente, maiores retornos econémicos
(GESTEIRA, 2017).

Durante o ciclo de desenvolvimento da soja, uma vasta gama de doencas pode incidir
sobre a cultura, causando reducdo da produtividade e qualidade dos grdos ou sementes
produzidas (MAIS SOJA, 2020), resultando em perdas econémicas que culminam com
desequilibrios sociais dos mais drasticos.

Dentre as doencas mais importantes de soja no Brasil, encontra-se a podridao-
radicular, causada por Phytophthora sojae, que é considerada uma das mais danosas nesta
cultura. Trata-se de uma doenca que pode provocar reducdes de rendimento de grdos de até
100% em cultivares altamente suscetiveis (COSTAMILAN et al., 2007). A infeccdo da soja
por P. sojae, que é um organismo hemibiotrofico, inicia-se abaixo da regido do colo onde
eventualmente produz podriddes destruindo os tecidos radiculares e indo até o caule, a partir
de onde pode infectar plantas em qualquer estagio de desenvolvimento da cultura desde a
emergéncia até a fase de planta adulta.

Os sintomas da podriddo de fitoftora em soja observados no campo seguem
normalmente um padrao linear na planta atacada e mais frequentemente nas plantas situadas
nas bordas das lavouras, em solo argiloso e com sinais de compactacdo (ROESE et al.,
2018). O conhecimento do comportamento e peculiaridades de P. sojae em um dado
ambiente e no hospedeiro é essencial para 0 manejo da doenca.

Dados de literatura indicam que a referida doenga tem causado perdas de até dois
milhdes de toneladas de grdos/ano nos Estados Unidos (SCHMITTHENNER &
DORRANCE, 2015). No Brasil e Argentina, a podriddo de fitoftora ocupa a sétima posicao



entre doencas que mais causam perdas de rendimento de grdos de soja (HARTMAN,
2015). Entretanto, dados mais recentes em relagdo a perdas econdmicas causadas pela
referida doenga no Brasil parecem estar subestimados em razéo de dificuldades de se
diagnosticar a doenca na presenca de outrasque causam sintomas semelhantes.

Informacdes sobre a associacdo de P. sojae com sementes de soja em literatura sdo
escassas e insuficientes para conclusfes mais concretas sobre este tipo de relagdo. Estudos
conduzidos por JIN et al (1999) apontaram que o0 patdgeno pode associar-se as sementes de
sojaa partir de plantas infectadas mas permanece a duvida sobre a sobrevivéncia posterior do
mesmo em sementes secas na fase de pds-colheita. Com base em estudos ja realizados com
outros patossistemas envolvendo diferentes espécies de Phytophthora fica evidente que mais
estudos s@o necessarios para conclusdes mais seguras sobre o grau de associacdo de P. sojae
com sementes de soja. Entende-se que diversos fatores que condicionam este tipo de relacéo
devem ser investigados de forma integrada. Vale ressaltar que a simples presenca do inoculo
nas sementes nao significa garantia de estabelecimento da doenca nas fases posteriores de
desenvolvimento das plantas.

No ambito da fitopatologia, sabe se que a resisténcia genética ¢ o método mais
eficaz para o controle de fitodoencas em geral. Na préatica este método, que nem sempre
é disponibilizado para doencas como a podriddo de fitoftora em soja, deve ser somado a
outras medidas como praticas culturais adequadas, controle quimico e biologico, entre outras.
Através do tratamento de sementes inUmeras doencas causadas por espécies de
Phytophthora podem ser controladas e esta pratica surge como uma das ferramentas das mais
eficazes para o controle preventivo de diversas doencas.

Em relacdo ao tratamento de sementes para controle de doencas causadas por
Oomycetes, atualmente o uso de produtos a base de Metalaxil, Mefenoxam e mais
recentemente Oxathiapiprolin tem sido mais empregado na maioria dos cultivos
agricolas. Outros produtos tradicionais de espectro mais amplo e que atuam por mecanismos
de contato, como € o caso de Thiram, Clorathalonil, etc ja encontram dificuldades de
controlar com mais eficacia doencas como as podridGes radiculares como no caso da
podriddo de fitoftora em soja.

O proposito deste trabalho, foi avaliar em condi¢des controladas de ambiente a
relacio de P. sojae com sementes de soja, tendo se como foco pontual checar a
potencialidade de transmissdo do fungo de planta para sementes e uma vez presente nas
sementes, verificar a viabilidade e longevidade do patdgeno na fase pds-colheita da soja. Foi

propdsito também deste estudo avaliar a sensibilidade de P. sojae a alguns fungicidas em
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fase experimental no Brasil em comparacdo com produtos ja registrados oficialmente no pais

visando ao controle da doenga em questéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Interagdo patdgenos e sementes na cultura da soja

A associagdo patdgeno —semente é um fendmeno ja conhecido mundialmente e que tem sido
responsavel por uma série de consequéncias danosas ao desenvolvimento e producgdo de
plantas na natureza. Segundo Richardson (1979), acima de 1500 agentes podem ser
transportados por sementes de mais de 600 géneros de plantas, sendo esses numeros
alterados no tempo devido a expansdo das areas de producdo e diversificacdo do uso das
plantas para vérias finalidades (alimenticias, farmacéutica, cosméticos, etc). A associacao
entre patdgeno - semente é uma das maneiras que favorecem a sobrevivéncia e a
disseminacdo desses microrganismos em locais diferentes além de manter suas estruturas
viaveis por longos periodosde tempo, sendo importante ressaltar que a semente é 0 insumo
mais importante para aimplementacdo de uma lavoura. A associacdo de fitopatogenos pode
se dar de trés formas: i.aderidos na superficie da semente, ii. no interior da semente e/ou iii,
misturados a elas no lote.

Machado e Pozza (2005), entre outros autores, relatam, dentre as consequéncias, a
perdado poder germinativo e vigor das sementes, introducdo aleatoria e precoce de indculo
nas areasde plantio, acimulo de in6culo no solo, aumento da suscetibilidade de plantas a
estresses variados, morte de plantulas originadas de sementes contaminadas, contaminacao e
possivel inutilizacdo temporaria de areas para o cultivo de algumas espécies vegetais,
contaminacdo de equipamentos de beneficiamento de sementes, disseminacdo do patdgeno a
longas distancias, queda de producéo e de qualidade, entre outros.

O entendimento da associa¢do desses microrganismos patogénicos com as sementes
é de fundamental importancia, pois este tipo de interacdo pode afetar a quantidade e
qualidade do produto final (RESENDE, 2016). Cada doenca tem destaque em uma época do
ano e em determinada regido, variando de acordo com diversos fatores, principalmente as
condicdes climaticas do local. O acesso do patdgeno as sementes pode ser influenciado por
inimeros fatores, entre 0s quais a propria natureza do parasitismo de cada organismo.

Um dos fatores que se deve levar em conta para demonstrar a importancia de se
conhecere estudar de forma mais aprofundada essa relacdo da semente com patdgenos € a
dimensdo econdmica, ela deve ser avaliada tomando-se como base a propria expressao
econdmica de cada doenga envolvida, sendo esse tipo de estudo pouco relatado na literatura.

Considerando-se a safra 2021/2022 onde foi plantada 40.988,5 mil ha, e registrada
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uma produgdo de 124.268,0 mil ton, observou se diminui¢do de 10% em relagdo a safra
passada devido a condi¢Ges climéticas desfavoraveis. De modo geral, a soja € suscetivel a
inimeras doencas cujos agentes causais estdo distribuidos entre os grupos de fungos,
bactérias, virus, nematoides e Chromistas.

As doengas mais comuns encontradas nas diferentes regides produtoras de soja no
Brasil e que estdo associadas as sementes desta cultura pertencem ao Grupo dos fungos e
Chromistas. Entre estasdoengas, consideradas de maior risco no pais estdo: mofo-branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum, antracnose, causada por Colletotrichum truncatum,
seca de hastes e vagens, causada por Phomopsis sojae, podriddo radicular de fusarium,
causada por diversas espécies de Fusarium, podriddo e mela causada por Rhizoctonia solani;
podrid@o cinzenta, causada por Macrophomina phaseolina; manchas foliares, causadas por
espécies de Cercospora, Peronospora e Corynespora; e podriddo radicular, causada por
Phytophthora sojae (HENNING et al., 2014; SARAN, 2017)

Segundo dados de literatura até 1981, ja haviam sido encontradas 35 espécies de
fungos transmitidos pelas sementes de soja (GOULART, 2004) sendo alguns deles
organismos hemibiotroficos, ou seja, tem o mesmo tipo de classificacdo em relacdo a
colonizacdo que P. sojae. Tem-se trés exemplos de patdgenos hemibiotroficos de grande
importancia que sdo transmitidos por sementes de soja: Colletotrichum truncatum causador
da antracnose no campo e de deterioracdo de sementes e Fusarium semitectum e F.
graminearum causando problemas de germinacdo e deterioracdo de sementes além da
podriddo em raiz. Esses patdgenos demonstram que patdgenos hemibiotroficos tém
condices de se associar e serem transmitidos a partir de sementes infectadas, tendo sua
viabilidade limitada em relacdo a tempo de armazenamento, o que constitui uma medida

auxiliar no controle de doencas.

2.2 Podridao radicular de fitéftora (Phytophthora sojae)

O primeiro relato de ocorréncia da podriddo da raiz e da haste da soja ocorreu em
1948, no Estado de Indiana (Estados Unidos). Em 1951 severos danos foram observados
ocasionando elevadas perdas nas lavouras de soja no Estado de Ohio onde até hoje € uma
das doencas mais severas e danosas a produc¢do desta cultura.

Desde entdo, a doenca tem sido relatada em diversos paises, incluindo o Brasil, onde
foi descrita pela primeira vez na safra de 1994/1995 no Rio Grande do Sul. Entretanto, as

perdas em niveis significativas nas lavouras brasileiras foram registradas na safra
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2006/2007 (COSTAMILAN; BERTAGNOLLI; MORAES, 2007), quando a doenga ocorreu
em varias lavouras do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul.
Mais recentemente na safra 2018/2019, o patdgeno causou perdas expressivas na regiao norte
do RioGrande do Sul, onde diversas lavouras foram ressemeadas com a cultura da soja, em
virtude deperdas de mais de 60% do estande de plantas por tombamento (COSTAMILAN et
al., 2018).

A infec¢do da soja por P. sojae, que € um organismo hemibiotrofico, inicia se abaixo
da superficie do solo e eventualmente produz podridGes que se espalham destruindo os
tecidos radiculares e atingindo o caule. Trata-se de uma doenga que pode infectar plantas de
soja em qualquer estagio de desenvolvimento desde a emergéncia até plantas adultas.

Draper e Chase (2001) descreveram os sintomas da podriddo radicular e da haste de
fitoftora de acordo com os estagios de desenvolvimento da cultura, os quais se dividem em 3
fases: Fase da podriddo de sementes, onde os sintomas da infeccdo ocorrem depois do
intumescimento da semente e antes da germinacgéo; fase de tombamento (damping-off), que
ocorre ap0os a emergéncia a qual leva a planta rapidamente a murcha e morte e pode tornar o
tecido do hipocétilo escuro com aspecto encharcado; fase de podridao de caule e raiz, onde o
patogeno invade a planta através das raizes e cresce dentro da haste causando sintoma de
descoloracdo marrom-escuro que se desenvolve ao longo do caule da planta a partir do nivel
dosolo, sendo esse um sintoma de facil deteccdo visual em campo. Nesta ultima fase a planta
infectada apresenta sintoma de murcha das folhas, peciolos e queda das folhas.

Plantas mais jovens desenvolvem sintomas de amarelecimento mais rapidamente,
acompanhada de podriddo mole, ja plantas mais velhas apresentam reducdo de vigor, um
amarelecimento de folhas mais baixas que vao progredindo por toda a planta, levando a
murchae sua consequente morte. Também é observado que o sistema radicular fica
severamente comprometido e as raizes laterais sdo quase todas deterioradas (DORRANCE;
MILLS, 2009).

Os sintomas da podriddo de fitoftora em soja observados no campo sdo bem
caracteristicos, normalmente na mesma linha e mais frequentemente nas bordas das
lavouras, em solo argiloso e com sinais de compactacdo, pode ter similaridade com
sintomas de leve deficiéncia de nitrogénio. De acordo com a literatura, esta situacdo
predispde as plantas & ocorréncia da doenga, ao favorecer a presenca de &gua livre no solo,
permitindo assim que 0s zodsporos de P. sojae migrem para as raizes das plantas. (ROESE
et al., 2018)
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O conhecimento do comportamento e peculiaridades de P. sojae em um dado

ambiente eno hospedeiro é essencial para 0 manejo da doenca.

2.3 Caracteristicas de Phytophthora sojae

Phytophthora constitui-se um importante género de fitopatdgenos e possui uma ampla
gama de hospedeiros, encontrando-se distribuida por todo o mundo (ERWIN; RIBEIRO,
1996). Foi descrito primeiramente por Anton de Bary, em 1875, devido a devastagédo
provocada por P. infestans nos batatais da Irlanda. O género abrange cerca de 80 diferentes
espécies, associadas a uma vasta gama de hospedeiros, constituindo mais de mil
patossistemas.

Phytophthora sojae é um organismo oomiceto patogénico a soja, classificado no reino
Chromista. Membros deste grupo séo organismos filogeneticamente relacionados as algas e
a alguns organismos eucaridticos anteriormente conhecidos como protistas (ROSSMAN;
PALM, 2007; SOUZA et al., 2007). Entre outras caracteristicas, no caso da Phytophthora,
possui celulose na parede celular e ndo quitina, sdo dicaridticos na fase vegetativa e ndo
sintetizam ergosterdis, como os fungos verdadeiros.

O patogeno é homotalico (estruturas sexuais femininas e masculinas presentes no
mesmo individuo), o micélio é cenocitico (sem septos) em coldnias novas e quando mais
velho septado. Desenvolve oo6sporos, que sdo rapidamente formados apds fertilizacdo do
oogo6nio, em meio de cultura ou em tecido infectado. O didmetro de odsporos dormentes
varia e sua temperatura ideal para formacdo e germinacdo é 24 °C (COSTAMILAN et al.,
2007). Esporangios terminais sdao de dimensdes variaveis podendo germinar diretamente,
atuando como conidios, ou indiretamente, pela liberacdo de zodsporos biflagelados
(COSTAMILAN; CLEBSCH, 2016). A temperatura ideal para crescimento da maioria dos
isolados é entre 25 °C e 28 °C, e 0s meios de cultivo em &gar mais comuns sdo a base de suco
V8, farinha de milho, feijao lima e BDA (COSTAMILAN; CLEBSCH, 2016) além de
extrato de tomate.

Os esporangios formados se acumulam no solo até que ocorra um encharcamento no
ambiente onde sdo liberados, se movimentando a curtas distancias (1 cm ou menos) ou
sendo levados por corrente de agua em direcdo das raizes de soja. A doenca é favorecida por
temperaturas proximas a 25 °C e por agua livre disponivel no solo, devido a textura argilosa,
a compactagdo e a prolongados periodos de saturagdo de umidade, que provocam a liberagédo
e a disseminacdo de zoosporos. (COSTAMILAN et al., 2007)
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Waterhouse (1963) propds uma chave para classificacdo de espécies onde foi feita
uma divisdo do género em 6 grupos, P. sojae, na sinonimia P. megasperma var. sojae, foi
incluida no grupo V.

No ambito da taxonomia tradicional, os caracteres morfologicos foram principalmente
utilizados para classificar as espécies de Phytophthora, baseados nas dimensdes e formas
de esporangios, anteridios, clamidésporos, o6sporos e 00ogbnios que 0S separam em grupos
morfolégicos (WATERHOUSE, 1963). Porém, tal classificacdo ndo é considerada precisa,
visto a existéncia de muitas espécies similares morfologicamente, além da atipicidade de
alguns isolados dentro de uma mesma especie e dificuldade do microrganismo em produzir
estruturas reprodutivasem meio artificial. Esses critérios sdo recomendados para utilizacdo
como auxilio, pardmetro ou dados para uma integracdo morfologica/molecular na
identificacdo e/ou caracterizacdo de uma espécie nestes grupos (ABAD, 2008).

A técnica de PCR, dentre outras utilizacGes, oferece inGmeras vantagens no
diagnostico de doencas quando comparada aos métodos tradicionais, possui sensibilidade de
deteccdo além deser preciso. Os ensaios moleculares de PCR surgem como ferramentas para
a deteccdo e diagnose de P. sojae, Bienapfl, Malvick e Percich (2011) desenvolveram
primers especificos para regido ITS do rDNA do genoma do patdgeno para PCR-real time e
PCR convencional, obtendo resultados satisfatorios para ambos os tipos de reacdes e sao
considerados espécie-especificos. Bordon (2013) relata a seguranca do uso diagnostico dos
primers testados em seu trabalho, bem como a distin¢do da espécie em relacdo as outras

espécies do género.

2.4 Associacao de Phytophthora sojae com sementes e outras partes das plantas

de soja

Considerada um dos principais insumos da agricultura moderna, a semente, além de
veiculo de reproducdo das plantas, é determinante do sucesso ou insucesso de uma cultura,
porque sua qualidade reflete, significativamente, na producdo final do cultivo
(GUIMARAES, 2016). A semente difere do grdo comercial pela forma de producdo na
pratica, tratando-se de um processo que exige um amplo e rigoroso sistema de controle
interno de qualidade por partede seus produtores, além do cumprimento de leis e normas
estabelecidas por Orgéos oficiais fiscalizadores como Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (ABRASEM, 2019).

A condicdo sanitaria de sementes é extremamente importante para a producgdo de
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plantas de alta qualidade, o que leva ao entendimento de que o conhecimento sobre a
natureza da associa¢do desses microrganismos patogénicos com as sementes é, portanto, de
fundamental importancia para o sucesso de qualquer sistema agricola (GUIMARAES,
2016). O aprimoramento de métodos diagnosticos de patdgenos em sementes € ainda um
desafio que os programas de controle de qualidade enfrentam em todo o mundo
(MACHADO; MACHADO, 2002).

A frequente circulacdo e introducdo de patdgenos pelas sementes em areas de
producdotende a aumentar a incidéncia de doencas ja existentes numa area e isto justifica a
preocupacaode se entender com maior clareza as implicagdes que decorrem a partir destetipo
de associacdo bioldgica. Este conhecimento € de extrema importancia para o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes de manejo da doenca.

Os danos causados pela associacdo de patégenos com sementes englobam uma série
de implicagbes que podem levar a danos intoleraveis, devido ao fato das sementes serem
meios potenciais de transmissdo de varios patogenos (PEREIRA et al., 2015). Isso mostra a
importancia da sanidade de sementes, uma vez que 90% das espécies destinadas a producgéo
de alimentos no mundo séo propagadas por sementes e essas plantas estdo sujeitas ao ataque
de doencas, sendo a maioria desse patdgenos transmitidos por sementes (GUIMARAES,
2016). Um aspecto importante que se tem notado € que as relagdes entre as sementes e 0sS
agentes fitopatogénicos sdo abordadas de maneira mais genérica, com pouco detalhamento
que 0 assunto merece.

Apesar da escassez de informacdes sobre transmissdo e a disseminacdo da
Phytophthora por sementes de soja (SCHMITTHENNER, 2015), percebe-se que ha registros
de presenca dopatogeno em sementes deste hospedeiro (JIN et al., 1999). Nestes trabalhos
ndo ficou evidenciado a transmissdo do patdgeno a partir de sementes colhidas e secas,
deixando o questionamento se 0 oomiceto mantém-se viavel nas sementes nestas condicfes
de pds- colheita.

Em relatos de literatura para outras espécies de Phytophthora que ja foram
detectados em sementes de seus hospedeiros como nos casos de Phytophthora em sementes de
seringueira, cucurbitaceas, batata (PEREIRA et al., 2004; URBEN et al, 1982; GODOY et
al., 2016; RICHARDSON, 1979) contundo ndo se tem evidéncias ou comprovacoes
concretas de transmissdo dessas espécies de sementes as plantas emergidas.

Segundo trabalhos realizados nos EUA a populacdo de P. sojae vem apresentando
uma grande diversidade de individuos e isto surge como um sério desafio para o seu manejo
(GIESLER; BRODERICK, 2016). No Brasil este tipo de investigacdo ainda ndo tem sido
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colocado em prética, mas em razdo do crescente aumento de constataces de ocorréncia da
doenca em diversas areas produtoras de soja no pais, presume-se que O mMesMO Cenario
descritonos EUA ja esteja ocorrendo no Brasil.

Do ponto de vista de manejo, o conhecimento mais aprofundado do processo de
transmissdo de patdgenos por sementes, constitui para a agricultura moderna, uma
necessidade imprescindivel com vistas ao controle das doencas que estes patégenos causam
(MACHADO; POZZA, 2005).

2.5 Tratamento sanitario de sementes de soja no controle de Phytophthora
sojae

O tratamento de sementes é uma das medidas fitossanitarias mais eficientes nas
lavouras de soja, ajudando a eliminar ou reduzir a pressdo de doencas em sementes e
plantulas, como também por impedir a entrada e circulacdo do patdgeno em éareas isentas
(BASF, 2018).

A resisténcia genética é o método de controle mais eficiente para o caso da podridao-
radicular em soja atuando tanto de forma raga-especifica (completa) como parcial (limitando
0 dano ao tecido radicular) (WERNER, 2020). No entanto a eficacia do método genético pode
ser comprometida com o passar do tempo pelas mudancas que podem ocorrer na populacao
do patégeno com o surgimento de novas racas, o que faz com que outras medidas, como
controle quimico sejam aplicadas em complemento. O uso de fungicidas ou oomicidas
(nomenclatura pouco utilizada) através do tratamento de sementes e praticas de manejo de
solo sdo outras formas efetivas de evitar ou controlar a populacéo de P. sojae.

Os principios ativos de produtos quimicos mais eficazes existentes para controle de
doencas causadas por especies de Phytophthora sdo Metalaxil e Mefenoxam, da classe
fenilamidas, que atuam em média, por duas a trés semanas. A eficacia destes principios
ativos ja tem sido comprovada através de inumeros trabalhos com produtos comerciais
formulados ja disponiveis no mercado (COSTAMILAN et al., 2007; RADMER et al., 2017;
SYNGENTA, 2017; COSTA et al., 2018).

Alguns destes trabalhos indicam que o controle da doenca em condi¢cdes muito
favoraveis a doenca é eficaz somente por meio do uso de doses mais elevadas de Metalaxil.
Um outro principio ativo mais recente no mercado, Oxathiapiprolin, tem se mostrado
extremamente ativo contra oomicetos patogénicos a diversos hospedeiros vegetais, exceto

Pythium (COHEN, 2015), sendo altamente eficaz quando aplicado em folhas, no sistema
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radicular, em sementes ou no solo (COHEN, 2019; COHEN, 2020).

De maneira geral, o tratamento de sementes constitui-se na atualidade uma das mais
poderosas medidas de controle de doengas em soja, sejam estas doencas associadas direta e
indiretamente as sementes nesta cultura (RADMER et al., 2017).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e realizagcéo dos ensaios

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Patologia de Sementes (LAPS)
do Departamento de Fitopatologia na Universidade Federal de Lavras (UFLA), sendo

realizados em laboratério e em casa de vegetacao.

3.2 Obtencéo e multiplicacdo de P. sojae

Foi utilizado um isolado de P. sojae, cedido pelo Instituto Bioldégico de Campinas
comcadigo de registro no Laboratorio de Patologia como LAPS826. Inicialmente o isolado,
proveniente de cultura pura, foi transferido para placas de Petri de 9 cm, contendo meio de
extrato de tomate acrescido de sacarose. As placas contendo o oomiceto foram transferidas e
mantidas em camara do tipo BOD a temperatura de 25°C +2 e fotoperiodo de 12 horas por
10 dias.

3.3 Avaliacdo da transmissibilidade do patdgeno de plantas as sementes em
condicgdes controladas

Para os estudos de transmissibilidade de P. sojae de plantas com vagens inoculadas
para sementes foi utilizada a cultivar IPRO97R50 (Cultivar 1), cuja natureza precisa de
comportamento varietal a P. sojae ndo foi disponibilizada pela empresa fornecedora das
sementes. O perfil de qualidade foi determinado por métodos descritos nas Regras para
Analisede Sementes (2009) e expressos na Tabela 1 junto com as outras cultivares que foram

utilizadas em testes no laboratorio.
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Tabela 1 — Perfil de germinacdo e qualidade sanitaria das cultivares de soja utilizadas nestes

estudos.
Sanidade (Incidéncia de fungos) (%)
Cercospora | Fusarium Aspergillus | Penicillium
Cultivar Germinagdo | kikuchii pallidoroseum | sp. sp.
(%)
Cultivar 1* 95 0,5 0,5 0 1,0
Cultivar 22 95 0 0,5 2,0 1,0
Cultivar 3* 96 0 0,5 2,0 1,0

1IPRO97R50, 2IPRO97Y91, 3DM75176 RSF IPRO

Para o estudo de transmissdo de P. sojae de planta para sementes, efetuou-se o

cultivo a partir de sementes em vasos com capacidade de 10 L, contendo mistura de

substrato agricola (Topstrato®), areia e terra, na propor¢do de 1:1:1 (v:v:v), autoclavados e
mantidos em casa de vegetacdo, com temperaturas de 28 °C £+ 3 °C. Em cada vaso foram
distribuidas 6 sementes e, antes da inoculagéo, realizado um desbaste deixando-se 4 plantas
por vaso.

As inoculacdes do patdgeno foram realizadas em dois estadios de desenvolvimento
reprodutivo da soja, R5 e R6, nos meses de Abril e Maio, conforme esquema fenolégico

apresentado em seguida (Figura 1).

Enchimento de graos

EERRE

R50 R3Y RS2 R53 RS4 RSS

VEIVC: v2 |

Figura 1: Esquema de estadios fenolégicos da soja.
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O in6culo foi constituido de suspensdo de fragmentos miceliais, obtidos de colénias
desenvolvidas em meio de cultura de extrato de tomate, acrescido com sacarose 1 g e 4gar. A
suspensdo do patdgeno foi preparada por meio de raspagens superficiais das coldnias
desenvolvidas em meio agarizado contido em 5 placas de Petri (9 cm de diametro), com
auxilio de pincel de cerdas macias com transferéncia do material para frasco de vidro,
capacidade de 50 ml, contendo 40 ml de &gua esterilizada. Para o segundo tipo de inoculacéo
foram utilizados fragmentos de coldnia do patdégeno, dimensdo de 1 cm? , retirados das
margens do crescimento em placas de 9 cm contendo meio agarizado de extrato de tomate
acrescido de sacarose. Os tipos de inoculacdo sdo representados no esquema seguinte
(Figura 2).
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Figura 2: Tipos de inoculacdo, inoculacdo 1 por aspersao e inoculacdo 2 por contato

direto do patdgeno com a vagem.

A aplicacdo do inéculo, em suspensdo, foi realizada por meio de pulverizacdes com
auxilio de borrifador comercial de uso doméstico (estilo spray) sendo direcionados £15 mL
de suspensdo por vaso contendo as plantas com as vagens nos 2 estadios reprodutivos da
soja. O segundo tipo de inoculacdo foi feito por contato direto dos fragmentos do meio
contendo estruturas do patdgeno em plantas nos estadios, ja mencionados, de cada vaso. Os
tecidos das vagens foram previamente injuriados com perfuragdes superficiais nas vagens

utilizando-se alfinetes devidamente desinfestados e em seguida realizadas as inoculagdes.
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Logo apods as aplicagbes do indculo, as plantas foram colocadas em camara Umida
por meio de cobertura dos vasos com sacos de polietileno transparentes e desinfestados pelo
periodode 72 horas. O mesmo nimero de plantas desenvolvidas em vasos utilizados para a
inoculacdo de P. sojae foi utilizado para aplicacdo de &gua destilada sem in6culo e por
contato com meio de cultura sem o patégeno, equivalendo estes as testemunhas
experimentais.

Todas as plantas, inoculadas e ndo inoculadas (testemunha), cobertas com sacos de
polietileno foram regadas a intervalos regulares e mantidas, sem molhamento foliar, em casa
de vegetacdo pelo periodo correspondente ao ciclo produtivo da soja.

A colheita foi realizada com base na umidade de maturacgéo fisioldgica das sementes,
procedendo se em seguida a secagem em ambiente de laboratorio até umidad e final de 11%.
Apos a colheita, as sementes ficaram acondicionadas em sacos de papel e mantidas em

camarasde armazenamento com temperatura de £10°C e 50% UR.

3.3.1 AvaliacGes da ocorréncia de P. sojae e germinacédo das sementes colhidas

3.3.1.1 Teste de sanidade

As sementes foram analisadas pelo teste de blotter, sendo utilizadas 30 sementes,
divididas em 2 repeticOes, as quais estavam dispostas individualmente sobre camadas de 3
discos de papel de filtro sobrepostos e umedecidos com &gar-agua acrescidos de 2,4-D
(diclorofenoxiacetato de sddio), concentracdo de 10ppm, e suco de tomate na concentracao
de 40 ml/L, mantendo-se as sementes distanciadas 1-2 cm uma das outras, no interior de
placas dePetri de 15 cm de diametro. As placas foram mantidas em cdmara do tipo BOD com
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 12 horas diarias por 7 dias. Em seguida, as sementes

foram examinadas individualmente em microscopio estereoscopico e microscopio dptico.

3.3.1.2 Teste de germinacao

Este teste foi aplicado para verificacdo da germinacdo de sementes colhidas de
plantas inoculadas e ndo inoculadas. O teste foi conduzido por meio do método do rolo de
papel, sendo utilizadas 40 sementes distribuidas em 2 repeticdes de 20 sementes, com
incubacdo em germinador sob temperatura de 25 ° C. As avaliages foram feitas no sétimo
dia, seguindo critérios estabelecidos pela RAS (BRASIL, 2009).



23

3.4 Avaliacéo de efeitos e viabilidade de P. sojae em sementes inoculadas

Para avaliar a viabilidade de P. sojae e efeitos do patdgeno em sementes empregou-
se 0 procedimento de inoculagdo artificial das sementes pela técnica de condicionamento
hidrico, desenvolvida e aperfeicoada na Universidade Federal de Lavras (MACHADO et.al.,
2001; COSTA et.al., 2003; MACHADO et.al., 2011) e ja descrita para outros patossistemas.
Neste teste as sementes foram submetidas ao contato direto com as colbnias de
Phytophthora sojae desenvolvidas em meio de cultura modificado com &gar e acrescido com
40 ml de extrato de tomate, 1g de sacarose e 70 g de manitol com potencial osmoético de -1,0
Mpa (utilizado para soja) pelos periodos de 48 e 96 horas, equivalentes a dois niveis de
indculo (NI) do patogeno.

Foram utilizadas sementes de trés cultivares de soja (IPRO97R50 - Cultivar 1;
IPRO97Y91 - Cultivar 2; DM75176 RSF IPRO - Cultivar 3), cujos perfis fisioldgicos e
sanitarios foram apresentados na Tabela 1 (Item 3.3) e o isolado de P. sojae LAPS826. De
cada cultivar foram utilizadas £50 g (aproximadamente 310 sementes) de sementes/placa,
distribuidas em placas de Petri de 15 cm de diametro e 5 repetigcdes, todas as sementes das 3
cultivares foram desinfestadas por meio de imersdo em hipoclorito de sédio, 1%, por 1
minuto e depois submetidas a trés lavagens sucessivas com agua destilada e autoclavada,
em seguida foram colocadas para secar em ambiente de laboratério. As avaliacbes foram

realizadas por meio dos seguintes testes:

3.4.1 Teste de sanidade das sementes

As andlises foram realizadas por meio do “blotter test” descrito nas RAS (BRASIL,
2009) modificado em meio de cultura com extrato de tomate e sacarose. Foram utilizadas 50
sementes, sendo elas divididas em 4 repeticGes. Em seguida, as sementes foram examinadas
individualmente em microscopio estereoscopico com uso de microscopio Otico em caso de
necessidade. Os resultados observados foram expressos em sementes com ou sem presenca

de P. sojae.

3.4.2 Teste de germinagao

Para este teste utilizou-se 0 método do rolo de papel. O teste foi conduzido com 200

sementes distribuidas em 4 repeticdes de 50 sementes, com incubagdo em germinador sob
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temperatura de 25 ° C. As avaliagBes foram feitas no sétimo dia, seguindo critérios
estabelecidos pela RAS (BRASIL, 2009)

3.4.3 Teste de emergéncia em substrato com areia

Este teste foi realizado para as sementes inoculadas pela técnica de condicionamento
hidrico, sendo conduzido com 4 bandejas de polietileno com dimensdes 48 x 29 x 10 cm,
equivalentes a 4 repeticdes, contendo cada bandeja 25 copos plasticos, capacidade de 200
ml, perfazendo um total de 100 sementes por tratamento. O substrato comercial
(Topstrato®), foi misturado com areia na propor¢do (v:v) 1:1 e em seguida colocado nos
copos plasticos e dispostos nas bandejas que foram mantidas em camara de cultivo vegetal
com temperatura de 25 °C.

O estande inicial foi avaliado no 5° dia ap6s a semeadura, sendo considerada plantas
emergidas as que apresentaram 0s cotilédones acima do nivel do solo, e o estande final
avaliado no 18° dia ap6s a semeadura. O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi
avaliado por meio de contagens diarias de emergéncia de plantas até a estabilizacdo do
estande, sendo os valores calculados conforme descricdo em literatura para esta variavel
(MAGUIRE, 1962). A avaliacdo de peso de plantas frescas e secas e altura foi realizada ao
final do teste, 20 dias apdsa semeadura, considerando se a parte aérea de plantas emergidas e
com a secagem realizada em estufa com fluxo de ar a uma temperatura de 60°C.

Plantas mortas em pos-emergéncia, plantas emergidas com sintomas tipicos e plantas
emergidas assintomaticas foram avaliadas ao final do 18° dia de cultivo. A presenca e
viabilidade do patégeno nos tecidos examinados foram avaliadas por meio de
isolamento convencional do patégeno por meio de incubacdo dos fragmentos em meio
agarizado contendo suco de tomate e exame de confirmacdo do patdgeno com auxilio de

microscopia oOtica.

3.4.4 Avaliacdo da viabilidade de P. sojae em sementes de soja armazenadas

As sementes inoculadas e ndo inoculadas pela técnica ja descrita no item 3.5 foram
entdo separadas em sacos de papel e e utilizadas para o ensaio de viabilidade do patdgeno em
armazenamento.

As sementes de ambos niveis de inoculo e as suas testemunhas foram divididas em

ambiente de camara de armazenamento a +10°C e 50% UR e ambiente de bancada em
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laboratorio. O periodo de armazenamento para o estudo da viabilidade foi definido em 4
meses com avaliagdes da ocorréncia de viabilidade do patdgeno a cada 30 dias. Foram
realizados testes de sanidade conforme descrito no item 3.4.1 e teste de germinagdo conforme

descri¢do no item 3.4.2.

3.5 Avaliagdo da sensibilidade de P. sojae a alguns fungicidas em fase de
experimentacao para tratamento de sementes de soja in vitro

Para este estudo foram utilizados os produtos Maxim Advanced ® ((Metalaxil-M (20
g L-1 i.a) + Tiabendazol (150 g L-1 i.a) + Fludioxonil (25 g L-1 i.a)), Apron RFC®
((Fludioxonil(25 g L-1 i.a) + Metalaxil-M (37 g L-1 i.a)) ja registrados e comercializados no
Brasil para controle de espécies de Oomycetes e um produto em fase experimental no Brasil,
composto pelos ingredientes ativos: Ipconazole, Picoxystrobina e Oxathiapiprolin,
denominado de PI1O neste trabalho. Para esta mistura, as avaliaces estenderam-se também

aos ingredientes ativos em separado.

Os produtos, em mistura ou isolados no caso do P10, foram incorporados ao meio de
cultura V8 agarizado seguindo-se protocolos existentes para este tipo de avaliagdo e em
seguida submetidos a autoclavagem convencional. Para cada tratamento constituido pelos
produtos em mistura ou isolados foram utilizadas as concentrac@es: 0, 5, 10, 25, 50, 100,
250 e 500 ug.mL*. Posteriormente o meio foi distribuido em placas de Petri de 9 cm e os
discos de indculo, didmetro de 0,5 cm, contendo micélio de P. sojae. foram colocados no
centro de cada placa.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado 1 x 8 (isolado de
P. sojae x concentracfes), com 5 repeticGes, sendo cada placa de Petri considerada uma
unidade experimental. Em seguida a montagem do experimento, as placas foram vedadas e
incubadas em camara tipo B.O.D., a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os
didmetros das col6nias foram medidos diariamente em dois sentidos ortogonais até o sétimo
dia de incubacdo com o auxilio de paquimetro. O periodo final das medicdes para cada
tratamento foi determinado tendo se como referéncia o didmetro anterior da coldnia antes de
atingir o limite da placa de Petri. A avaliacdo visual das col6nias em desenvolvimento
também foi realizada, observando se aspectos morfoldgicos do organismo.

Posteriormente, por diferencas entre os didmetros registrados diariamente, procedeu-
seao registro dos valores correspondentes a area de inibicdo diaria do crescimento micelial

por produto em teste.
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Os dados coletados foram utilizados para o calculo do indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM) por meio da formula (OLIVEIRA,1991):

IVCM= X (D-Da)/N
D= diametro médio atual da colbnia

Da= diametro médio do dia anterior

N= namero de dias de incubacao

As porcentagens de inibicdo do crescimento micelial (PICM), foram calculadas por
meio da formula (EDGINGTON, 1971):

PICM = (DT- DTR/DT) x 100
DT= Diametro da testemunha

DTR= Diametro do tratamento

3.6 Analise estatistica

Os experimentos em camara de crescimento foram realizados no delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), 4 tratamentos, 1 isolado, 3 cultivares com 4
repeticdes, as analises foram submetidas ao teste ANOVA (o = 0,05) e em seguida
submetidos ao teste de Scott-Knott (o = 0,05) sendo analisados os niveis de indculo por
cultivar. No experimento in vitro, as variaveis IVCM e PICM foram comparados pelo teste F
da ANOVA (a. = 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote ExpDes.pt do
software estatistico RStudio (FERREIRA et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transmissibilidade de Phytophthora sojae de plantas as sementes de soja

Pelos métodos e condicGes de inoculacdo utilizados neste trabalho observou-se que
P. sojae ndo foi capaz de infectar as vagens de soja nos estadios de reprodutivos da cultura,
Figura 3.

Fotos: Ananda Vieira

Figura 3: Plantas de soja em casa de vegetacdo: com vagens inoculadas (A), submetidas a
camaras umidas preparadas com sacos de polietileno (B) e vagem exibindo mancha necrética
restrita ao ponto de ferimento realizado antes da inoculagdo com P. sojae (C).
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Pelos exames das sementes colhidas destas plantas, realizados através do método
bioldgico (blotter test com modificado) ndo houve deteccdo do patdgeno. As lesbes na forma
de manchas necrdticas amarronzadas nas vagens inoculadas foram restritas ao redor dos
pontos de ferimentos previamente realizados momentos antes da inoculagcdo do patdgeno.
Vagens da testemunha apresentaram 0s mesmos sintomas de lesbes necréticas. Estes
resultados divergem de trabalhos anteriores de Jin e Zhaohui (1999), que encontraram
indculo do referido organismo em sementes de soja.

Pelo teste de germinacdo conduzido para as sementes de plantas que foram
inoculadas, ndo se observou diferencas entre os tratamentos, incluindo a testemunha. Estes
resultados confirmam de certa forma a auséncia de agressividade do patdgeno nas vagens
inoculadas, das quais foram extraidas as sementes para estas analises em laboratorio.

Entende-se que a transmissao de patdgenos de plantas a sementes € um processo que
depende de inimeros fatores bidticos e abidticos. O uso de diferentes materiais como
cultivares de soja, isolado do patégeno, condi¢Bes de cultivo da soja entre outros fatores
pode explicar a divergéncia de resultados nestes estudos. Especificamente neste trabalho, a
natureza genética do hospedeiro e do patdgeno, aliado as condi¢bes de temperatura do
cultivo em casa de vegetacdo, podem ndo ter sido favoraveis para o acesso e parasitismo do
patogeno colocado em contato com as vagens em diferentes estagios reprodutivos das
plantas.

Vale salientar que informacg6es apresentadas no trabalho de Jin e Zhaohui (1999), ndo
esclarecem as condicdes e outros fatores de execucdo do estudo realizado. Com base nos
resultados destes estudos fica evidente que investigagdes mais aprofundadas tornam se
necessarias para conclusdes mais seguras sobre a natureza real das relacdes patdgeno-
hospedeiro no presente caso. Importante salientar que neste tipo de estudo é preciso
reproduzir com rigor as condi¢des que predominam nas regides de cultivo da soja onde a

podriddo de fitoftora tem sido registrada com severidade.

4.2 Avaliacdo de efeitos e viabilidade a partir de sementes inoculadas com P.
sojae in vitro

Os resultados referentes as avaliagdes de germinacdo das sementes inoculadas e nao
inoculadascom P. sojae, analisadas segundo descricdo das RAS (MAPA, 2009), expressos

em percentuais, estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores percentuais de germinacao das cultivares de soja inoculadas em ensaio

de transmissdo de P. sojae de sementes a plantas em condicGes de cultivo controlado.

Tratamentos Cultivar 1 (%) Cultivar 2 (%) Cultivar 3 (%)
NIt 48 H 94 94 95
NI 96 H 94 94 95
NI O 96 95 95
NI 0O+ MANITOL 48 H 96 94 95
NI 0+ MANITOL 96 H 96 95 95

INivel de in6culo

O fato de ndo se ter detectado diferencas estatisticas entre os tratamentos nestas
avaliacGesde germinacdo das sementes em laboratorio, indica que o patdégeno nao foi capaz
de interferir nesta variavel nestas condi¢cbes. Embora o patdégeno tenha sido detectado nas
sementes inoculadas, percebe- se que ndo houve uma relagdo entre os percentuais de
germinacdo das sementes e os niveis de indculo utilizados neste estudo.

Pelo teste de sanidade, blotter test, observou-se a presenca de estruturas de P. sojae
nos niveis de indculo do patogeno com incidéncias médias relativamente elevadas conforme

indicadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores percentuais da incidéncia média de P. sojae em sementes de cultivares

de soja inoculadas e ndo inoculadas em laboratorio.

Tratamentos Cultivar 1 Cultivar 2 Cultivar 3
N|1 48 H 70 % 69% 69%
NI 96 H 69% 69% 70%

INivel de in6culo

Pelas condicdes do teste de blotter aplicado neste estudo para a deteccdo de P. sojae
nas sementes inoculadas, foi possivel observar a formacdo de o6sporos (Figura 4) pelo
patdgeno conforme ilustrado na Tabela 3. A adaptacdo do substrato deste teste com
incorporacdo de meio modificado, conforme descrito em Material e Meétodos, foi
certamente fundamental para o desenvolvimento de P. sojae e para a formagdo de

00sporos.
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Figura 4: O6sporos formados em colbnias de P. sojae desenvolvidas nas condigdes do
blotter test.

Pelo teste de emergéncia, conduzido em condicdes controladas de camara de cultivo
vegetal, observou-se que P. sojae foi capaz de provocar redugdes significativas em todas as
variaveis utilizadas para avaliar os efeitos do patégeno no desempenho das sementes de soja.
As reducdes detectadas nas variaveis analisadas, estande inicial e estande final, vigor das
plantas representado por IVE, pesos de matéria fresca e matéria seca e a altura das plantas
emergidas variaram em intensidade tanto entre cultivares como entre niveis de inoculo
utilizados neste estudo (Tabelas 4, 5, 6 e 7).

Nota-se que o patdgeno causou efeito sobre o estande inicial especialmente logo ap6s
a inoculacdo, com reducdes de 76, 74 % e 74% para as trés cultivares utilizadas em
comparacdo com a germinacao das testemunhas. Na literatura encontram-se informacoes de
inimeros trabalhos que relatam essa interferéncia de patdgenos em relacdo a germinacéo,
como nos casos de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum truncatum em soja,
Stenocarpella maydis, Exsoerohilum turcicum em milho, entre outros (BOTELHO, 2011;
BARROCAS, 2008; GUIMARAES, 2016).

Pelos resultados do teste de emergéncia observou-se que os valores de estande inicial
variaram significativamente entre niveis de in6culo em relacdo a testemunha de cada cultivar
(tabela 4). As reducbes medias entre os niveis de inculo comparados com a testemunha
foram de 66% na cultivar 1, de 66% na cultivar 2 e de 64% na cultivar 3.

Em relacédo a estande final, nota-se que houve uma reducéo nos tratamentos referentes



31

aos dois niveis de in6culo, em todos os cultivares, em comparacdo com a testemunha. Isto
sugere que a presenca de P. sojae nas sementes provoca um atraso inicial na emergéncia de
plantas quando comparados com sementes livres do patdgeno. Esta hipdtese pode ser
comprovada pela avaliacdo do indice de velocidade de emergéncia cujos resultados estdo
expressos na Tabela 5. O estande final apresentou uma redugdo bem maior quando comparado

com a testemunha havendo diferenca estatistica entre eles (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de estande inicial e final das plantas de soja inoculadas (NI) e nédo

inoculadas com P. sojae e avaliadas em camara de cultivo vegetal.

Cultivar Nivel de Estande inicial Estande final
inéculo (n°de plantas) | (n° de plantas)
NIt 48 3,50 b? 8,50 b
Cultivar 1 NI 96 3,75b 10,00 b
NI 03 22,50 a 25,00 a
NI 48 3,25b 8,50 b
Cultivar 2 NI 96 3,75b 10,25 b
NI O 24,50 a 25,00 a
NI 48 4,50 b 9,00 b
Cultivar 3 NI 96 3,25b 11,25b
NI 0 23,25 a 25,00 a

INivel de in6culo
As médias seguidas pela mesma letra na coluna n3o séo significativamente
diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,005.

3NI 0 equivalente a Testemunha.

Em relacdo ao indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi possivel observar
um efeito significativo do patdgeno no vigor das plantas oriundas de sementes inoculadas.
Em ambos potenciaisou niveis de indculo a reducdo média de IVE foi da ordem de 60%
em relacdo a testemunha (tabela 5). No confronto destes resultados com os de estandes
(Tabela 4), percebe-se que apresenca do patdgeno nas sementes € um fator para o atraso

no processo de germinagdo das sementes.
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De modo geral, estes resultados seguem a mesma tendéncia dos resultados de

trabalhos conduzidos com outros patossistemas conforme relatados em literatura
(SOUSA, 2006; ARAUJO, 2008; BARROCAS, 2008; BARROS, 2019), ou seja 0
patdgeno afeta a qualidade da sementes ap6s a inoculagdo sendo demonstrado em partes

pelo IVE e pelos valores do estande inicial e final.

Tabela 5 - Valores do indice de velocidade de emergéncia (IVE) das plantas de soja

inoculadas e ndo inoculadas com P. sojae e avaliadas em camara de cultivo vegetal.

Cultivar Nivel de IVE
in6culo
NIt 48 1,14 Db
Cultivar 1 NI 96 1,27 b
NI 03 4,70 a
NI 48 1,37b
Cultivar 2 NI 96 1,65b
NI O 5,00a
NI 48 1,49 b
Cultivar 3 NI 96 1,75Db
NI O 4,87 a

INivel de in6culo

2As médias sequidas pela mesma letra na coluna néo séo significativamente diferentes

pelo teste de Scott- Knott a p < 0,005.

3NI 0 equivalente a Testemunha.

Os valores de pesos de matéria fresca e seca de plantas oriundas de sementes

inoculadas também tiveram diferenca entre os niveis de indculo, demonstrando que o

patdgeno afeta diferentes variaveis em relacdo a planta (Tabela 6). Apenas a Cultivar 3

apresentou diferenca estatitistica entre os niveis de inoculo e a testemunha e a Cultivar 1 NI

48 ndo apresentou diferenca estatistica na matéria seca.
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Tabela 6 - Valores do Peso da matéria fresca e seca das plantas de soja inoculadas e ndo

inoculadas com P. sojae e avaliadas em camara de cultivo.

Cultivar Nivel de Peso matéria Peso matéria
inéculo | fresca(gramas) | seca(gramas)

NIt 48 25,75a? 16,70 b
Cultivar 1 NI 96 15,60 b 11,50 b
NI 03 30,00 a 19,62 b
NI 48 13,77 b 10,00 b
Cultivar 2 NI 96 10,95 b 12,60 b
NI O 28,07 a 20,00 a
NI 48 20,00 b 1290 b

Cultivar 3 NI 96 12,92 b 9,75¢
NI 0 34,00 a 15,50 a

!Nivel de indculo
2As médias sequidas pela mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes
pelo teste de Scott- Knott a p < 0,005.
3NI 0 equivalente a Testemunha.

A altura se manteve com dimensdes proximas entre os tratamentos em relacdo a
testemunha, ndo havendo portanto possibilidade de diferenciacdo visual desta variavel entre
0s tratamentos, exceto na Cultivar 2 que apresentou plantas menores oriundas de inoculacéo
das sementes com o nivel de inoculo menor, NI 48. Estes resultados carecem de
investigacGes mais pontuais para conclusdes mais seguras (Tabela 7). Pode-se mais uma vez
deduzir que o patdgeno ndo coloniza todas as sementes internamente apenas externamente,
mesmo sendo estas colocadas e mantidas em contato com a colénia do organismo por

periodos relativamente longos comoé o caso de 96 horas (4 dias) de incubacéo.
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Tabela 7 - Valores da Altura das plantas de soja e ndo inoculadas com P. sojae

e avaliadas em camara de cultivo vegetal.

Cultivar Nivel de  Altura (cm)

indculo

Cultivar 1 NI 48 33,33 a

NI 96 31,12 a

NI O 34,31la

Cultivar 2 NI 48 25,48 b

NI 96 32,78 a

NI O 32,63 a

Cultivar 3 NI 48 34,57 a

NI 96 33,30 a

NI O 33,18a

INivel de in6culo

2As médias sequidas pela mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes

pelo teste de Scott- Knott a p < 0,005.

3NI 0 equivalente a Testemunha.

Os resultados deste trabalho revelam que apenas os percentuais de incidéncia do

patdgeno observados nos métodos bioldgicos ndo sao suficientes para indicar o real grau de

interacdo entre P. sojae e sementes de soja. A incidéncia do patégeno em plantas emergidas

assintomaticas e sintomaticae plantas anormais, tanto a parte aérea quanto a parte da raiz,

foram isoladas e analisadas em microscopio éptico e lupa como demonstrada na Figura 5. O

plaqueamento de partes das plantas sintomaticas e assintomaticas foram dispostas em placas

com meio especifico para o patdgeno, demonstrado na Figura 6.
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Foto: Ananda Vieira

Figura 5: Plantas anormais e com sintomas de podridao na regido do
colo e raizes provenientes de sementes de soja inoculadas com P.

sojae.

Importante também destacar que a ocorréncia de P. sojae nas sementes inoculadas
comprova de certa forma parte do trabalho de Jin et al. (1999) demonstrando a capacidade do
oomiceto de associar-se as semente em condicOes especificas e transferir-se para a planta
proveniente desta semente. Para um organismo considerado hemibiotrofico, e sem mais
relatos na literatura sobre sua associacdo com sementes de soja, esse resultado mostra-se
consequentemente de grande significado, pois além de comprovar a eficacia da técnica
inoculacdo via condicionamento hidrico no presente caso, demonstra que P. sojae é capaz de

interagir se com as sementes de soja com posterior transmissao as plantas emergidas.
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Figura 6: Plaqueamento em meio agarizado de fragmentos de soja em teste
para avaliar apresenca de P. sojae nas plantas oriundas de sementes

inoculadas com este patdgeno.

Para o estudo de viabilidade de P. sojae em condicdes distintas de armazenamento,
observou se que o patdgeno foi detectado nas sementes inoculadas e avaliadas pelo método
de blotter modificado no inicio do periodo de armazenamento (Epoca 0), como demonstrado
na tabela 8.

O fato de ndo ter havido deteccdo do patdgeno em sementes inoculadas de todas
cultivares e em ambos niveis de in6culo aos 30 dias de armazenamento, levanta a hipotese
de que o organismo ndo encontra condi¢Bes de se manter viavel em sementes secas apos este
periodo. A analise de fragmentos de plantas resultantes de sementes inoculadas revelou a

auséncia do patdgeno nestes tecidos vegetais.
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Tabela 8: Presenca (+) ou auséncia (-) de P sojae em sementes de soja armazenadas em

dois ambientes com avaliagbes mensais.

Niveis de indculo Ambiente Armaz. Epoca 0* Epoca 1**

Natural - .

NI-0 (Testemunha) Camara seca/frio ) -

Natural + -
NI-48 Camara seca/frio + -
Natural + -
NI-96 Camara seca/frio + -

* Inicio de armazenamento; ** 30 dias de armazenamento.

Vale ressaltar que outros organismos do Grupo dos Oomycetes caso de espécies de
Peronospora, Plamospara, entre outros podem sobreviver em sementes secas de seus
hospedeiros por periodos de até 10 anos (HENNING, 2004). Neste caso, a formacgdo de
estruturas de sobrevivéncia, como o0sporos durante a colonizacdo das sementes seja
responsavel por esta viabilidade prolongada. A auséncia destas estruturas neste trabalho com
Phytophthora sojae neste trabalho nas sementes examinadas pode explicar este
comportamento do patdgeno durante o armazenamento de sementes secas. Este aspecto
requer estudos adicionais, levando se em consideracdo diversos fatores conforme ja
referenciados anteriormente para outros aspectos nesta linha de pesquisa.

Uma outra possibilidade que ndo deve ser descartada neste patossistema é que por
tratar-se de um organismo com elevado grau de biotrofismo ela ndo encontra na propria
semente um ambiente favoravel para sua manutencdo por periodos prolongados e
relativamente secos. A existéncia de uma camada protetora, tegumento, na semente de soja,
que é considerado um tecido desprovido de processos vitais, pode constituir-se em uma
barreira para a manutencdo do patdgeno nas sementes inoculadas. A formacdo de odsporos
durante a colonizagdo das sementes pelo patégeno em algumas circunstancias de ambiente
requer atencdo em futuros estudos neste ambito.

Apesar de ndo ter sido possivel detectar a presenca de P. sojae nos tecidos das
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plantas aos 30 dias de armazenamento de sementes inoculadas, a emergéncia em teste
conduzido em camara de cultivo vegetal foi afetada com reduc6es de valores de germinacéo e
outras variaveis de desempenho das sementes o que demonstra os reflexos da agdo inicial do
patdgeno por ocasido do contato entre as sementes e as colénias do organismo.

A partir dos resultados destas avaliagdes compreende-se entdo que mesmo que 0
patdgeno consiga aderir a semente logo ap6s a inoculacdo, no periodo de armazenamento ele
perde sua viabilidade sendo este manejo uma forma natural de controle do patégeno, o que
nesse caso foi de 30 dias no minimo, porém permanece ainda a duvida sobre qual o periodo o
indculo pode se manter vidvel até atingir 30 dias no armazenamento.

Do ponto de vista pratico este conhecimento constitui um fundamento importante
no ambito de manejo da doenca, considerando se que as sementes sdo utilizadas para plantio
alguns meses apos o inicio de seu armazenamento. Nesta condi¢do as sementes se tornam
livres da agdo do patogeno cujo indculo inicial tenha sido adquirido pelas sementes antes do

inicio do periodo de armazenamento.
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4.3 Avaliacdo da sensibilidade de P. sojae a alguns fungicidas em fase de
experimentacao para tratamento de sementes de soja in vitro

Neste ensaio, de acordo com as andlises e graficos foi possivel observar que 0s
tratamentos Oxathiapiprolin e a mistura de Picoxystrobina, Ipconazole e Oxathiapiprolin
(PI10O) foram osmais eficazes em reduzir o diametro de colbnias e o Indice de Crescimento
micelial de P. sojae, ndo havendo crescimento do patdgeno em nenhuma das concentragdes
destes produtos utilizados neste estudo. Maxim Advanced e Apron, utilizados como padrdes,
também provocaram inibig&o total em todas as concentracdes utilizadas (Figura 7).

Foto: Ananda Vieira

Figura 7: Tratamentos com inibicdo total em todas as concentrac6es utilizadas: (A) PIO; (B)
Maxim; (C) Apron e (D) Oxathiapiprolin. Da esquerda para direita estdo as concentracfes dos

produtos em ordem decrescentes.

Com base em conhecimentos de outros trabalhos relatados em Literatura, produtos
dos grupos triazois e estrobilurinas ndo apresentam efeitos pronunciados em relacdo ao
crescimento de membros de Oomicetos, exceto alguns produtos das estrobilurinas. Esta
baixa sensibilidade de P. sojae aos produtos Ipconazole e Picoxystrobin, conforme
demonstrado nas Figuras 8 e 9 ja era de certa forma previsivel.

O efeito positivo do Metalaxyl no controle da podriddo de fitoéftora ja tem sido
observado e relatado por Smith (2020) nos Estados Unidos, em ensaios de selecdo de
fungicidas para tratamento desementes. Este ingrediente se mostrou altamente eficaz para o
controle de Phytophthora sojae, ao contrario dos demais (Tiabendazol e Fludioxonil) que
ndo sdo recomendados para controle deste patdégeno. Dorrance (2018), entre outros
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pesquisadores, também comprovou a elevada eficicia de Metalaxil no controle de P. sojae.
Apesar dos produtos Maxim Advanced e Apron RFC ndo serem registrados, no Brasil,
especificamente para controle de P. sojae, ambos por conterem em suas formulagdes
comerciais o0 ingrediente Metalaxyl, constituem alternativas para uso ja consagrado em soja
visando aocontrole da podrid&o de fitoftora.

Apron RFC € um produto ja registrado oficialmente para controle de espécies de
Pythium que s&o membros da mesma familia taxondmica de Phytophthora. O Metalaxyl-M
tem como propriedade penetrar no tegumento da semente e translocar sistemicamente em
todas as partes da planta durante a germinacdo (SYNGENTA, 2017).

Pela literatura observa-se que os resultados de Werner (2020) utilizando Maxim
Advanced e Apron RFC diferiram, de certa forma, dosresultados aqui apresentados. Por estes
trabalhos a inibicdo completa do crescimento micelial de P. sojae somente ocorreu nas
concentracdes de 900 ppm (Apron)e 676 ppm (Maxim). Isto revela que o patdgeno pode
apresentar sensibilidade diferencial a Metalaxylem funcdo da natureza de isolados e outros
fatores circunstanciais que podem interferir neste processo.

Oxathiapiprolin é um produto com acdo de contato, com leve atuacdo translaminar
que interfere em processos de sintese de oxysterois na célula de oomicetos. Trata-se de um
mecanismo diferente do produto Metalaxyl que atua em processos de sintese de acidos
nucleicos nas células dos organismos sensiveis. A propriedade de atuacdo de Oxathiapiprolin
em baixas concentracdes, conforme observado neste trabalho, faz com que sua inclusdo em
formulacdes comerciais seja possivel em fracGes inferiores a de outros produtos na mesma
linha de utilizacdo, o que significa uma vantagem sob varios aspectos.

A inibicdo do crescimento micelial de P. sojae por Oxathiapiprolin, foi de 100% em
todas as concentracdes testadas neste ensaio. Essa informacéo ja revelada por Hegstad et al.
(2021) que demonstrou que a dose muito baixa de 0,012 mg i.a./semente! somado a baixa
solubilidade da molécula demonstra sua forte atividade.

Segundo Miao et al. (2015) doses em torno de 10 pg.mL foram capazes de inibir a
liberacdoe motilidade de zodsporos em Phytophthora capsici além de proporcionar atividade
protetora e curativado produto contra o desenvolvimento da infeccdo em plantas de pimenta
em condicdes de casa de vegetacdo e em testes de campo.

Hegstad et al. (2021) relatam também que resultados de avaliacdes de eficacia em
laboratério e dados de campo sdo suficientes para assumir que o tratamento de sementes
com Oxathiapiprolin constitui uma ferramenta de manejo eficaz para os produtores de soja,

proporcionando eficacia contra diferentes racas de P. sojae e melhorando a emergéncia,
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vigor e rendimento final de grdos. Além disso, este trabalho demonstrou os beneficios
sinérgicos quando a Oxathiapiprolin foi combinada com outros componentes como
Ipconazole e/ou Picoxystrobin na melhoria de caracteristicas agrondmicas das sementes
tratadas.

Em relacdo aos dois outros produtos que compdem a mistura testada neste trabalho,
observa-se que ambos apresentaram efeitos, apesar de baixo, no crescimento micelial de P.
sojae, porém em intensidade que ndo conferem a eles a eficacia desejavel para uso dos
mesmos de forma isolada contra P. sojae em tratamento de sementes de soja. Apesar das
reducbes observadas das variaveis avaliadas, entende-se que a eficacia destes produtos pode
ser considerada baixa em comparacdo com os demais produtos, Maxim Advanced, Apron e a
mistura dos trés ingredientes em fase de avaliagcdo para registro no Brasil.

A atuacdo de Ipconazole nas avalia¢Ges in vitro deste trabalho, Figura 8, pode ser
considerada ineficaz do ponto de vista de seu uso isolado para controle de P. sojae. Trata-se

de um produto da classe dos triazois ndo apresentando efeitos sobre membros de Oomicetos.
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Sua inclusédo em formulagdes de produtos comerciais tem como objetivo ampliar o
espectro de atuacdo destes produtos visando o controle de outros patégenos que afetam a
soja e outras espécies vegetais. Nota se que pelo PICM (Figura 8) somente nas
concentracdes mais elevadas do produto houve inibicdo razoavel para avaliar a sensibilidade
de P. sojae a este fungicida.

Importante ressaltar que pela visualizacdo das col6nias de P. sojae ndo observou-se a
formacdo de estruturas de reproducdo ou de sobrevivéncia do pat6geno, sendo essa
informacdo de grande significado, do ponto de vista epidemiolégico.

O aumento das concentragdes promoveu maior Porcentagem de Inibicdo Micelial
(PICM), na concentracdo de 500 ppm houve inibi¢cdo de 68% e na concentracéo de 5ppm foi
de 45%. Apesar de ndo ser tdo eficiente quanto os produtos a base de Metalaxil sua
utilizacdopara o manejo de P. sojae podeser, decerta forma, recomendavel.

Importante demonstrar que o diametro da colénia diminuiu de acordo com o
aumento das dosagens, corroborando com os percentuais de inibicdo do patdogeno em
confronto direto com o ingrediente ativo (i.a).

Sobre o outro ingrediente ativo, Picoxystrobin, avaliado isoladamente dos demais
ingredientes da mistura PIO, observou-se também que os efeitos do mesmo sobre o
crescimento de P. sojae pode ser considerado baixo ou ineficaz do ponto de vista pratico. A
exemplo do que ocorreu com Ipconazole, apenas nas concentracfes mais elevadas, 250 e
500 mg/ml de Picoxystrobina houve uma reducdo mais pronunciada sobre o crescimento do
patogeno pelo produto.

Houve uma tendencia de similaridade de efeitos do produto entre as trés variaveis
utilizadas para avaliar estes efeitos in vitro, Figura 9. Pela literatura sabe se que alguns
membros do grupo das estrobilurinas podem afetar a motilidade dos zodsporos, que

necessitam de um elevado nivel de energia para locomocdo (BARTLETT et al., 2002).
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Nota-se que o PICM (Figura 9) aumenta conforme aumenta a dosagem do
ingrediente. Esses resultados mostram-se coerentes com os demonstrados por Hegstad et al.
(2021) que utilizaram esse ingrediente ativo em mistura com Oxathiapiprolin e Ipconazol, e
com 0s quais se observou efeito inibitério. Nesse caso a porcentagem de inibicdo da maior
concentragdo (500 ppm) foi de 62% e a menor concentragéo (5 ppm) foi de 14%, controlando
menos se comparado com Ipconazol em relagdo a PICM. O didmetro final da colonia segue a
mesma légica, quanto maior a concentragdo menor o didmetro em relacdo a testemunha.

Em relacdo ao aspecto da colbnia e producdo de estruturas tipicas do patégeno, como
clamiddsporos, odsporos, esporangios etc diante da presenca dos produtos testados, nao
foram observados padrdes diferentes do que tem sido convencional para a espécie em foco.

O aspecto geral das colbnias formadas em meio agarizado com Ipconazol e
Picoxystrobin,ndo diferiram entre tratamentos. As caracteristicas avaliadas estdo descritas na
tabela 9.

Tabela 9: Caracteristicas morfolégicas das colonias de de P. sojae formadas em todas as
concentracdes dostratamentos Ipconazole e Picoxystrobin: (-) negativo para caracteristica

e (+) positiva para caracteristica.

IPCONAZOL PICOXYSTROBIN
Caracteristicas 1|2 3 4 1 2 3 41

Coloracédo branca com - - - - + + + o+
borda definida

Coloracdo branca sem borda + + + o+ - - - -
definida

Micélio com aspecto + + o+ o+ - - - -
cotonoso

Micélio com baixa - - - - + + + +
densidade

Colbnia aérea + o+ + + + - + -

Colbnia parcialmente - - - - + +  + 0+
submersa no meio agarizado

Producéo de estruturas - - - - - - - -
reprodutivas e
sobrevivéncia

'RepeticGes



46

Vale destacar que a auséncia de formacdo de estruturas reprodutivas de
propagacdo e sobrevivéncia do patdgeno neste tipo de ensaio pode ser atribuido em parte
a condicdo do isolado utilizado neste estudo. Sabe-se que manejo constante do patégeno
em rotinas de laboratorio podem interferir no comportamento do mesmo em alguns ciclos
de sua utilizacdo. E sempre recomendavel a utilizacdo de isolados recém obtidos de
tecidos de plantas hospedeiras e em maior nimero para que haja melhor
representatividade da diversidade que estes organismos podem apresentar na natureza.

Nas figuras 10 e 11 sdo representados os aspectos morfologicos das coldnias
de P. sojae desenvolvidas na presenca dos ingredientes ativos em diferentes

concentragdes em meio agarizado, com avaliacdo realizada aos 6 dias de idade.

Foto: Ananda Vieira

Figura 10: Aspecto morfologico das coldnias de P. sojae em meio agarizado acrescido de

Ipconazol: ( A) concentragdo de 500 pg.ml™ e (B) concentragéo de 25 pg.ml?,

Foto: Ananda Vieira

Figura 11: Aspecto morfoldgico das coldnias de P. sojae em meio agarizado acrescido de

Picoxystrobin: (A) concentragdo de 500 pg.ml?t (B) concentracéo de 25 pg.ml™.
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5 CONCLUSOES

Pelas circunstancias de realizacdo deste trabalho ndo ficou caracterizada a
transmissdo de P. sojae de plantas as sementes de soja partindo-se de inoculacéo direcionada as
vagens em dois estadios reprodutivos das plantas.

A presenga de P. sojae em sementes de soja realizada pela inoculagdo artificial foi
capaz de provocar reduces significativas no desempenho das sementes submetidas a dois
niveis de inéculo do patégeno. Esta constatacdo evidencia que P. sojae pode ser
transmitida de sementes secas inoculadas para plantas oriundas do processo de germinagéo.

P. sojae foi detectada em sementes e plantas de soja oriundas, somente, de sementes
recém inoculadas, o0 que caracteriza 0 processo de transmissdo do patdgeno de sementes —
plantas. Na avaliagcdo de sementes inoculadas com o patégeno aos 30 dias de armazenamento
ndo houve deteccdo do patdgeno, o que indica perda de viabilidade deste patdgeno a partir
deste periodo.

Em relacdo a sensibilidade de P. sojae a fungicidas in vitro foram destaques o0s
produtos Oxathiapiprolin, avaliado isoladamente e em mistura com dois outros produtos,
havendo equivaléncia do mesmo aos produtos comerciais utilizados como padrdes de
referencia neste trabalho, os quais contem Metalaxyl em suas composi¢des comerciais. Ndo
houve crescimento micelial do patégeno em nenhuma das concentragcdes desses produtos

partindo-se da concentracao de 5 ug/ml.
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