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1 INTRODUCAO

Com a expansdo da cultura da soja nas ultimas décadas, tem havido um aumento
na ocorréncia e intensidade de doengas, podendo algumas atingirem niveis epidémicos,
reduzindo drasticamente a produgio.

A veiculagio de sementes ndo certificadas e/ou recomendadas de uma regiao ou
estado para outro, ¢ um fator responsavel pela introdugZo de alguns patégenos em areas indenes.

Os patégenos de soja si0 em sua maioria de natureza fungica, sendo que muitos
podem ser transmitidos pelas sementes. Exemplo de doenga importante disseminada através de
sementes ¢ o cancro da haste, cujo agente causal é o fungo Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis (anamorfo - Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis) Yorinori et al. (1993), embora
resultados de pesquisa tenham demonstrado que a sua transmissdio via sementes seja
relativamente baixa (Sinclair e Backman, 1989; Yorinori, 1990; Garrido, 1994). A sua incidéncia
¢ os niveis de danos estdio relacionados com condigdes climaticas favoraveis (alta umidade),
suscetibilidade de cultivares, potencial de inéculo do fungo na semente e/ou nos restos de cultura
da safra anterior (Yorinori, 1990). Sob este aspecto, ¢ que reside a importincia da utilizago de
sementes sadias e/ou tratadas visando a prevengdo ou redugdo das perdas na produgso.

Um aspecto de grande relevincia para o controle preventivo do cancro da haste,
em soja, € o diagndstico de seu agente causal em sementes. Neste sentido, 0 método empregado
em analise de rotina para sementes de soja consiste na incubagdo em papel de filtro (“Blotter
test”). Entretanto, a sua aplicagfio com o objetivo de detectar e identificar o agente do cancro da
haste ndo tem alcancado resultados satisfatérios, uma vez que este patégeno pertence a um
complexo fingico denominado Diaporthe/Phomopsis, cujas espécies apresentam caracteristicas

culturais e morfoldgicas muito semelhantes e de dificil diferenciaggo.
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A grande diversidade climatica, existente nas regides de cultivo da cultura da soja
no Brasil e a alta variabilidade genética apresentada pelo patdgeno, com possibilidades de
desenvolver novas ragas, Sugerem que a ocorréncia e severidade da doenca podem variar de um
ciclo para outro, e de regio para regido. Entretanto, poucos trabalhos registram informagdes
acerca da relagdo do patégeno com sementes, e principalmente, a diferenciagdo desse organismo
em teste de sanidade em laboratério, em relagdo aos demais componentes do complexo fingico
ao qual pertence.

Quanto ao aspecto do controle do cancro da haste, tem sido recomendado pela
pesquisa a utilizagdo de cultivares resistentes, associada ao tratamento de sementes, além de
outras técnicas de manejo (Yorinori et al., 1993).

Considerando a grande importancia de se buscar medidas alternativas de controle,
a utilizag3o de bioprotetores tem sido uma das maneiras mais atrativas, sendo estes empregados
através da microbiolizagio de sementes, e esta tem sido considerada de grande potencial na
introdugdo de antagonistas para controle de doengas de plantas (Luz, 1993).

Diante da necessidade da utilizagio de uma metodologia aplicivel em trabalhos de
rotina em laboratérios de Patologia de Sementes, para a detecgdo ¢ identificagdo do agente causal
do cancro da haste, e da busca de informagdes relacionadas ao controle biolégico deste agente,
procurou-se neste trabalho avaliar a viabilidade do emprego do métedo de blotter e 4gar em placa
(BDA acidificado) como padrdo para detectar e identificar o agente do cancro da haste, e avaliar
o efeito antagbnico do fungo Penicillium aurantiogriseum sobre o crescimento micelial de

Diaporthe phaseolorum f. Sp. meridionalis “in vitro”,



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Teste de sanidade para detecciio de fungos em sementes de soja.

Em fungdo das condigdes climaticas, da suscetibilidade varietal, das praticas
culturais, varias sdo as doengas que podem ocorrer na cultura da soja, e sua importancia decorre
dos prejuizos que podem causar, reduzindo o rendimento e a qualidade da produggo.

Iniimeros microorganismos tém sido identificados em sementes de soja, sendo que
muitos podem ser transportados e/ou transmitidos por estas. Entretanto, alguns sio mencionados
com destaque por serem economicamente importantes como Cercospora kikuchii, Cercospora
sojina, Colletotrichum dematium var. truncata, Diaporthe phaseolorum f. sp. sojae, Diaporthe
Pphaseolorum f. sp. meridionalis, Fusarium SPp., Macrophomina phaseolina, Peronospora
manshurica, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, entre outros (Richardson, 1990).

Considerando a importancia da associagdo de patogenos com sementes de soja, 0
teste de sanidade deve ser utilizado como medida necessdria e preventiva para fornecer
informagdes confiaveis com respeito a qualidade sanitaria das sementes.

Uma diversidade de testes esta disponivel para detecgio de patogenos em
sementes, sendo sua escotha dependente do tipo de microorganismo envolvido, das condig¢Ges de
laboratério disponiveis e da finalidade do teste (Neergaard, 1979).

Através do Manual de Testes de Sanidade de Sementes publicado pela ISTA
(1981), percebe-se o grande numero de metodologias recomendadas para diferentes patégenos
em diversas culturas. A nivel de Brasil, testes de sanidade para fungos estdio descritos em um
capitulo especifico incluido nas Regras para anilise de sementes (Brasil, 1992), o qual preconiza

0 método a ser utilizado, e lista os principais fungos que devem ser detectados para cada cultura.
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Um exemplo de detecgdo de in6culo superficial em sementes de soja, é 0 método
de lavagem dessas sementes, o qual ¢ utilizado para detecgiio de Peronospora manshurica, pois
este fungo ndo se desenvolve satisfatoriamente em testes de incubagdo (Machado, 1988).

Os testes recomendados em analise de rotina de sementes de soja empregam, de
modo geral, a incubagdo de sementes, e dentre eles encontram-se o “Blotter test” e 0 método de
agar em placa. O “Blotter test”, em principio, é uma combinagio de cidmara tmida com o teste
de germinagdo de sementes; entretanto, um obstaculo encontrado na condugdo do mesmo refere-
se & germinagdo rapida das sementes, o que dificulta a avaliagfio, assim como compromete a sua
eficiéncia (Machado, 1988). Sendo assim, para inibir a germinagio o método sofre variagdes, e
e€m se tratando de sementes de dicotileddnea, a recomendagdio ¢ a adicio de 24-
Diclorofenoxiacetato de sodio ao substrato.

A utilizacdo de 2,4-D em teste de sanidade foi primeiramente proposta por
Hagborg, Wamner e Phillips (1950) para detecgdo de Colletotrichum lindemuthianum em
sementes de feijio incubadas em agar, sendo recomendada a uma concentragio de 50 ppm da
formulagdo salina do referido produto.

Alguns estudos tém enfatizado os efeitos de 2,4-D sobre os fungos, e estes podem
estar relacionados com a formulagdo e concentragdo do produto (Limonard, 1968); sendo citados
o éster e 0 dcido como mais fungitéxicos que o sal. Altas concentragdes deste produto o tornam
nocivo (Maguire et al., 1978; Machado, 1980). Estas informagoes foram ratificadas por Bassey e
Gabrielson (1983) que citam outros fatores como luz, umidade, temperatura, pré-tratamento
sobre sementes também como determinantes capazes de influenciar em ensaios com 2,4-D em
teste de sanidade de sementes e assim alterando a sua eficiéncia e sensibilidade.

Estudos desenvolvidos com Diaporthe Pphaseolorum var. sojae demonstraram que
o crescimento micelial foi afetado na presenca de 2,4-D em concentrages acima de 10 png/ml,
sendo que esta dosagem foi capaz de inibir o desenvolvimento de pléntulas, o que ndo ocorreu
com Colletotrichum truncatum que se mostrou insensivel a concentragbes de até 200 pg/ml,
indicando um possivel efeito estimulatério; somente na concentracdo de 500 pg/ml foi observado
um efeito repressor (Machado, 1980).

Pesquisa realizada com sementes de algoddo, demonstrou que 24-D na

concentragdo de 10 pg/ml foi eficiente na inibicio da germinagdo de sementes, e apresentou
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pequeno efeito inibidor sobre colénias de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
(Sobreira, 1988).

Roman (1995) verificou uma redugio no indice de recuperagdo de Diaporthe
Phaseolorum f. sp. meridionalis em sementes de soja, quando foi adicionado ao substrato o
herbicida paraquat (1,5 %) para inibir a germinagdo das mesmas, em comparacdo ao teste de
sanidade sem modificagdo.

Com base nesses resultados, e em estudos “in vitro™ conduzidos por Machado
(1980), infere-se que ha uma sensibilidade diferencial entre 0S microorganismos na presenga de
2,4-D e/ou herbicidas utilizados como inibidores da germinagdo de sementes.

Na incubagdo de sementes em meio, pode-se dispor de diversos tipos de meio de
cultura, sendo os mais utilizados o BDA, a sua variagdo acidificada e extrato de malte. Este teste
pode sofrer modifica¢ées tornando o meio mais seletivo para determinados microorganismos, a
exemplo da adicdo de PCNB ao BDA para restringir o crescimento de Macrophomina
Phaseolina; a adi¢do de Tergitol em meio agar para deteccio de Diaporthe phaseolorum e
Cercospora kikuchii (ISTA, 1981).

2.2 Aspectos morfolégicos, culturais e patolégicos de Diaporthe phaseolorum f. sp.

meridionalis.

A nomenclatura dos fungos que causam o cancro da haste e a deterioragio de
sementes de soja, esta associada a uma série de estudos morfolégicos.

O fungo conhecido como Diaporthe phaseolorum (Cke. & Ell) Sacc. recebeu
varias denominagdes, tais como, Diaporthe batatais (Harter & Field) agente causal da seca da
raiz de batata doce ([pomoea batatas (L.) Lam.), Diaporthe sojae Lehman agente causal da seca
da haste e da vagem de soja (Glycine max (L.) Merrill) e Diaporthe phaseolorum agente causal
da seca da vagem de feijdo lima (Phaseolus lunatus L.). Contudo, a similaridade existente entre
os teleomorfos, indicando ndo haver diferengas morfolégicas fundamentais, foi reconhecida por
Wehmeyer (1933) citado por Morgan-Jones (1985), que reclassificou as entidades como duas
variedades, Diaporthe phaseolorum var. batatais (Harter & Field) Wehmeyer e Diaporthe
Pphaseolorum var. sojae (Lehman) Wehmeyer.
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Estudos preliminares realizados por Welch e Gilman ( 1948), mostraram algumas
diferencas entre os patogenos, considerando-se grau de patogenicidade, homotalismo, formacdo
de peritécio cespitoso, sendo reconhecidas portanto duas formas distintas, Diaporthe
Pphaseolorum var. sojae, originada de peritécios individuais e forma heterotalica e, Diaporthe
Pphaseolorum var. batatais, originada de peritécio cespitoso e forma homotalica. Novos estudos
realizados por Athow e Caldwell (1954), com linhagens de Diaporthe phaseolorum var. batatais
da soja e da batata doce, determinaram que o cancro da haste da soja ndo era causado por
Diaporthe phaseolorum var. batatais, em fungio de diferencas morfolégicas, culturais ¢ de
patogenicidade, sendo reconhecida uma nova variedade Diaporthe phaseolorum var. caulivora
Athow & Caldwell.

Segundo Hildebrand ( 1956) o processo de formagdo de peritécio cespitoso seria
uma caracteristica inconsistente no complexo de Diaporthe em soja. Embora o fungo tenha sido
até entdio identificado em sua fase perfeita, Frosheiser (1957) relata a existéncia de sua fase
imperfeita correspondendo ao género Phomopsis.

Na década de 1950, o cancro da haste tornou-se um sério problema no norte dos
EUA, tendo sua importincia reduzida com a substituigdo de cultivares suscetiveis por cultivares
resistentes. Proxima i década de 1970 a doenga foi encontrada no sul dos EUA e sua
disseminagdo sendo muito rapida, tornou-se novamente um problema para a cultura (Morgan-
Jones, 1989).

No caso do cancro da haste, duas entidades foram reconhecidas e diferenciadas
por varias caracteristicas. Uma desenvolvia-se na regido norte e a outra foi predominante na
regido sul dos EUA. Os critérios para diferencia-las incluiam morfologia da colénia, ocorréncia
de estromas, morfologia do peritécio, formagdo do conidioma, formato e tamanho do ascosporo
e diferenga na taxa de crescimento micelial (Morgan-Jones e Backman, 1984; Morgan-Jones,
1989, 1992; Mc Gee e Biddle, 1987). Higley e Tachibana (1987) demonstraram especializagio
fisiolgica entre os isolados do norte e do sul, mostrando diferenga quanto a patogenicidade, e
com base nesta observagio duas racas foram propostas. Hobbs e Phillips (1985) observaram
diferengas de sintomas em plantas no campo, sugerindo a sintomatologia como critério de

separagdo entre os isolados do norte e do sul.
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Keeling (1984) comparando isolados de Diaporthe phaseolorum var. caulivora de
diferentes regides edafoclimaticas nos EUA, verificou diferenca quanto a patogenicidade, sobre
varias cultivares de soja, sugerindo a presenca de seis ragas fisiologicas do patogeno, designando
ragas 1, 2, e 3 para isolados do sul e ragas 4, S ¢ 6 para isolados do norte. Em trabalhos
posteriores, Keeling (1988) verificou novamente diferenca quanto & patogenicidade e também
quanto ao crescimento micelial “in vitro”. Os isolados do norte, quando expostos a temperatura
de 30°C apresentaram uma redugio no crescimento micelial ¢ foram ndo patogénicos, ao
contrario do isolados do sul cuja temperatura niio afetou o crescimento, € a patogenicidade foi
mantida no intervalo entre 21°C e 30°C, sendo considerados mais tolerantes ao calor. Q acimulo
de evidéncias em tal trabalho sugere diferencas entre os isolados.

Com base nas evidéncias apresentadas com respeito a diferencas fisioldgicas e
morfologicas entre os isolados, Morgan-Jones (1989) propds a separagio das entidades em
formas especiais, sendo assim, o isolado do sul foi denominado de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis (Morgan-Jones, 1989) anamorfo - Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis, e o
isolado do norte denominado de Diaporthe phaseolorum f. sp. caulivora.

No Brasil, o cancro da haste foi identificado pela primeira vez na safra 1988/89 no
sul do Estado do Parana e em areas do municipio de Rondonépolis - MT (Yorinori et al.,, 1989).
Na safra de 1989/90 foi encontrado em todas as regides produtoras de soja do pais. O patégeno
foi identificado como sendo o mesmo que causa o cancro da haste no sul dos EUA (Yorinori,
1990).

O género Diaporthe é pertencente a classe Pyrenomycetes da subdivisdo
Ascomycotina, e seu anamorfo Phomopsis estd classificado na classe Coelomycetes da
subdivisdo Deuteromycotina ( Ainsworth, 1973).

Os sintomas iniciais do cancro da haste em soja sdo caracterizados por pontos
negros a castanho avermelhados, podendo ser observados 15 a 20 dias apos a infecgdo. Estes
pontos escuros evoluem para manchas elipticas a alongadas, com centros Negros € margens mais
claras; as manchas podem progredir ¢ sio unilaterais, adquirindo uma coloragéio castanho
avermelhada. Nesta fase o aspecto da mancha é caracteristico de cancro e pode ser verificado
cerca de 50 a 80 dias apds a infecgdo. As necroses sdo vistas com maior freqii€ncia nos pontos de

inser¢do dos ramos laterais e dos peciolos e em seguida no entrends e nas folhas.
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Um sintoma marcante no diagnéstico da doenga ¢ o escurecimento da medula, e o
aparecimento de plantas com folhas amareladas e com necrose entre as nervuras (folha carijé)
(Backman, Weaver e Morgan-Jones, 1985; Backman, McGee e Morgan-Jones, 1989; Damicone,
Snow e Berggren, 1990; Yorinori, 1990).

A infecgdo de uma safra para outra ocorre através de ascosporos liberados dos
peritécios, formados nos fragmentos e residuos de soja da safra anterior, e que sdo disseminados
pela chuva, vento, equipamentos, etc., sendo depositados sobre érgdos de plantas, e através de
conidios liberados dos picnidios, dentro da mesma safra (Backman, Weaver e Morgan-Jones,
1985; Yorinori, 1990). Alguns fatores estio relacionados com o processo de infecgio de tal
doenca, influenciando o desenvolvimento de peritécios, producio de ascosporos e sua dispersio.

Smith, Backman e Crawford (1986) estudando a epidemiologia de Diaporthe
phaseolorum var. caulivora, observaram que infecgdes precoces resultam em uma alta incidéncia
da doenga, enquanto que, em infecgbes tardias ocorrendo ao final do estagio vegetativo e inicio
da fase reprodutiva, os sintomas da doenga poderdo néo ser reproduzidos, sendo essa observagio
também valida para Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Yorinori, 1990). Os primeiros
autores citam que um aumento na severidade da doenga ocorre quando as plantas sofrem
estresses hidricos ou seca, ataque de insetos e/ou nematoides.

Ploetz e Shokes (1986, 1987a, 1987b) conduzindo virios estudos com respeito a
epidemiologia do cancro da haste, verificaram que a melhor temperatura para a ocorréncia da
infecgdo esta entre 28°C e 34°C, em condigdes de alta umidade por 48 horas, e que a freqiiéncia
de infecgdo e densidade do indculo apresentavam uma correlagdo positiva. Observaram também,
que a base do peciolo ¢ haste tém um importante papel para a infecg¢dio e o desenvolvimento dos
sintomas da doenga.

Subbarao et al. (1992) observaram que a umidade do solo € um fator relevante na
formagdo de peritécio, sendo que, apés a produgdo de ascosporos, baixas condigdes de umidade
podem prolongar a viabilidade do inéculo primario.

Estudos conduzidos por diversos pesquisadores, tais como Damicone, Berggren e
Snow (1988), Damicone, Snow e Berggren (1990); Keeling (1990), sobre a disseminagdo do

cancro do haste tém demonstrado, por um lado, que o cancro da haste em soja sofre grande
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influéncia do ambiente, cultivar, chuva e ventos, sendo que, a dispersdo do inéculo ocorre
préximo a fonte, em todas as diregdes, num espago aproximado de dois metros.

Em termos de gama de hospedeiros, Frosheiser (1957) estudando o
comportamento de outras espécies de leguminosas diante de Diaporthe phaseolorum var.
caulivora, através de inoculagdo artificial em casa de vegetacio relatou que, embora o fungo
tenha sido reisolado das hastes de todas as espécies inoculadas, os sintomas tipicos do cancro,
foram vistos apenas sobre hastes de plantas de feijiio, alfafa, trevo vermelho e soja, evidenciando
a possibilidade destas espécies tornarem-se naturalmente infectadas, e atuarem como fonte de
inéculo e/ou hospedeiras alternativas do patogeno.

Roy e Miller (1983) também identificaram o algoddio como possivel hospedeiro do
agente do cancro da haste, quando isolados do patogeno obtidos de folhas e hipocétilos de
algoddo, mostraram sua patogenicidade ao serem inoculados em hastes de plantas de soja.

Lee e Subbarao (1993) ao verificarem a capacidade de sobrevivéncia de Diaporthe
phaseolorum var. caulivora em diferentes substratos, sejam estes hospedeiros, n3o hospedeiros e
abidticos, concluiram que o mesmo pode sobreviver como saprofita, sobre plantas nio
cultivaveis crescidas ao redor dos campos de soja, sobre fragmentos de plantas de trigo além
daqueles de plantas de soja.

A grande variabilidade patogénica entre isolados de Diaporthe phaseolorum {. sp.
meridionalis, além de diferengas na taxa de crescimento micelial “in vitro‘, caracteristicas
culturais e morfolégicas tém sido evidenciadas por varios autores (Higley e Tachibana, 1987; Mc
Gee ¢ Biddle, 1987; Keeling, 1988; Morgan-Jones, 1985, 1989).

Pacumbaba (1988) verificou variagdes morfolégicas e culturais de diferentes
isolados de Diaporthe phaseolorum var. caulivora, oriundos de regides distintas do sul dos EUA,
quando cultivados em meio BDA, incluindo entre elas, taxa de crescimento micelial, niimero de
estromas produzidos, colora¢dio e consisténcia da colénia quando submetidas a diferentes pH,
temperatura e luminosidade, concluindo que o meio com pH 4,5 a 20°C em luz fluorescente
continua proporcionava o maximo de crescimento micelial para aqueles isolados, e em meio com
pH 5,5 a 15°C ocorria uma maior produgio de ¢stromas, tanto em luz continua quanto no escuro.

Entretanto, Roman e Ribeiro (1994) ao estudarem as caracteristicas de nove isolados de
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Os peritécios sio esféricos, longos, pescogo afilado, normalmente séo solitarios,
sém ormnamentagio. Ascos sdo alongados e clavados. Os ascosporos sdo similares quanto & forma
a0 conidio alfa (fusiforme-eliptico) mas sio largos, bicelulares e bigutulados em ambas as
células.

Isolados de Phomopsis longicolla apresentam coldnias densas, floculosas e
brancas, desenvolvendo 4reas amarelo-esverdeadas com a idade. No verso as coldnias
apresentam-se descoloridas com estromas pretos e espalhados. Picnidios sio pretos, estromaticos
solitdrios ou agregados, uni ou multilocular, com pescogo proeminente, longo com mais de 200
um. Conidios alfa sdo hialinos, elipsoides a fusiformes e gutulados. Conidios beta raramente sio
formados.

Os isolados de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis apresentam culturas
brancas a creme-péssego e uniformes. Ha formagdo de clamidosporos que dio uma coloragio
especifica & colonia em tons de canela a laranja-amarelado , com desenvolvimento de micélio
acreo tornando-se posteriormente algodonoso (oprimido). Os estromas siio irregulares na forma,
variando de 2 a 10 mm no diametro, ocasionalmente fundem-se para formar um estroma mais
amplo. Os peritécios apresentam pescogos mais largos e longos e sdo mais vigorosos,
apresentam-se solitarios e eventualmente espalhados. Os ascosporos sdo hialinos, alongados,
elipsoidais, bicelulares com septo constricto. Estes autores relatam a producdo de apenas
conidios alfa. Entretanto, Roman (1995) cita a presenga de conidio beta em um dos isolados
estudados em seu trabalho de caracterizagio “in vitro”,

O cancro da haste ¢ uma doenga capaz de causar morte prematura de 100 % das
plantas em lavouras de soja (Backman, McGee e Morgan-Jones 1989); Yorinori (1990).

Trata-se de uma doenga que segundo varios trabalhos desenvolvidos ao longo dos
anos, apresenta uma baixa transmissdo de seu agente via semente. Backman, Weaver e Morgan-
Jones (1985), Backman, McGee e Morgan-Jones (1989) citam que em seus estudos o nivel de
infec¢do de sementes com Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis foi menor que S % em
regides no sul dos EUA.

Yorinori (1992); Jaccoud F° e Reeves (1993) relatam que o nivel de infecgdio de
sementes pelo agente do cancro da haste t&m sido normalmente menor que 1%, contudo, retratam

as sementes como 0 meio mais efetivo de disseminagio a longas distincias, concordando com
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relatos de McGee (1983), Ploetz e Shokes (1986, 1987a, 1987b). Estudos sobre a transmissio do
agente do cancro da haste da planta & semente realizados por Garrido (1994) e Roman (1995)
indicaram que a porcentagem de sementes infectadas com Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis permaneceu abaixo de 3% e 2% respectivamente.

Todos os membros do complexo Diaporthe/Phomopsis podem se associar a
sementes de soja, podendo afetar a qualidade do produto, assim como reduzir a germinagdo das
sementes (Hildebrand, 1956; Wallen e Seaman, 1962; Kemtz, Schmitthenner e Ellett, 1978;
Omer, Sapra e Pacumbaba, 1988; Sinclair, 1993).

Visto ser um agente de dificil detecgdo na semente e podendo inclusive ser
confundido com os demais agentes do complexo Diaporthe/Phomopsis, estudos preliminares de
Yorinori (1991a, 1991b, 1992) indicaram a remota possibilidade de se detectar esse agente em
sementes, através do métedo de incubagio em papel de filtro “Blotter test”. A grande
variabilidade morfolégica entre os componentes do referido complexo, principalmente com
respeito a variagdo na coloragio do micélio em diferentes sementes, e variagdo dos picnidios, faz
com que a distingdo desses fungos seja extremamente dificultada.

Jaccoud F°. e Reeves (1993) considerando as similaridades existentes entre
membros do complexo Diaporthe/Phomopsis e as dificuldades em se distinguir organismos mais
virulentos de espécies menos virulentas, conduziram estudos utilizando técnicas moleculares
como RAPD ¢ PCR , no intuito de subsidiar futuros trabalhos de diagnose visando a detecgdo e
identificacdo de Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis de sementes de soja. Embora os
resultados desses estudos sejam bastantes promissores, ¢ preciso que se considerem as suas

limitagGes em termos de aplicagiio em analise de rotina.
2.3 Controle Biolégico e Quimico do cancro da haste de soja.

Para que ocorra o controle do cancro da haste é de fundamental importincia que
ocorra um trabalho multidisciplinar, integrando todas as medidas capazes de reduzir o potencial
do inéculo do patdgeno na lavoura (Yorinori et al. 1993).

A exemplo do que ocorre para inimeras outras enfermidades, a utilizagdo de

cultivares resistentes é considerada a medida mais eficiente e econdmica para o controle do
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cancro da haste (Backman, Weaver e Morgan-Jones, 1985; Backman, McGee e Morgan-Jones
1989; Yorinori, 1990). Outras medidas de controle como, rotacdo de culturas; sucessdo de
culturas nio suscetiveis; aragdo profunda com incorporagdo de restos culturais; semeadura em
¢pocas de menor freqiiéncia de chuvas; adubagiio adequada, com énfase ao potassio; tratamento
de sementes com fungicidas, etc. devem ser consideradas em se tratando de doenga da natureza e
tipo do cancro da haste causado por Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Yorinori, 1990,
1991a; Yorinori et al., 1993) .

O tratamento quimico das sementes ¢ uma das medidas mais simples e seguras no
controle de microorganismos transportados e/ou transmitidos pelas mesmas. Além de eliminar ou
reduzir o indculo do patégeno na semente, apresenta beneficios ao evitar a introdugdo de
patogenos em dreas indenes, propiciar emergéncia uniforme de plantas, possibilitar o plantio em
grandes areas, proteger as sementes e plintulas contra os microorganismos presentes no solo,
evitar o replantio com economia de sementes (Henning, Franga Neto e Costa, 1981; Nasser et al.,
1984; Machado, 1986, 1988; Nunes Junior, 1986).

A recomendagdo de fungicidas no controle de fitopatégenos, é uma etapa que deve
passar pela avaliagdo dos mesmos “in vitro”, sendo este prognéstico de grande valor para estimar
0 comportamento de determinados patdgenos, quando submetidos a agdo de diferentes produtos
fungitéxicos em condigdes de campo (Edington, Khew e Barron, 1971; Lima et al., 1975; Menten
etal., 1976; Almeida e Yamashita, 1977; Bolkan, Silva e Cupertino 1976; Minussi, Bredemeier e
Weber, 1979).

Em estudos voltados para soja, Freedman, Snow e Berggren (1987) verificaram a
a¢do de benomyl e thiabendazol sobre o crescimento micelial e esporulagdo “in vitro”, de
isolados de Diaporthe phaseolorum var. caulivora e observaram que houve uma consideravel
influéncia sobre estes fatores, conforme a concentragdo dos compostos.

A incorporagio de fungicidas no sistémicos (ou protetores), com amplo espectro
de agdo, como captan, maneb e thiram entre outros em sementes, ¢ uma pratica tradicional,
visando proteger as plantulas contra patégenos das proprias sementes e presentes no solo
(Sinclair, 1988).

Estudos conduzidos por Bolkan, Silva e Cupertino (1976) comparando o efeito de

fungicida sistémico e ndo sistémico sobre a ocorréncia de fungos de sementes de soja,



14

demonstraram que todos os produtos foram inibidores a Phomapsis sp., sendo benomyl o mais
eficaz reduzindo o tamanho das coldnias e propiciando aumento da germinagdo “in vitro”,
seguido de thiram. Entretanto, em algumas variedades benomyl mostrou-se fitotéxico ao reduzir
a emergéncia no campo. Resultados positivos no controle de Phomopsis phaseoli em sementes de
soja também foram verificados por Lasca et al. (1987) através de avalia¢des realizadas em
laboratério, casa de vegetagio e a campo. Virios produtos foram testados isoladamente ¢ em
mistura, e dentre eles, o thiram em ambas as condigdes mostrou-se eficiente, com bom
desempenho no controle da doenga. Por sua vez, as mesmas conclusdes ndo foram verificadas
por Henning, Krzyzanowski e Franga Neto (1991) em estudos envolvendo eficiéncia de varios
fungicidas em sementes de soja. Resultados obtidos desse trabalho revelaram que fungicidas
tradicionais, que na maioria das vezes apresentam excelente desempenho, como captan, thiram,
carboxin + thiram nio controlaram Phomopsis sp. em condigdes de campo.

Devido a importancia apresentada pelo cancro da haste em sementes de sojaea
importancia do tratamento de sementes com fungicidas apropriados para seu controle, Henning
(1994) conduziu um outro trabalho testando a eficicia de diferentes fungicidas e misturas no
controle deste patdgeno, e verificou que thiabendazol, thiabendazol + thiram, captan +
thiabendazol e carbendazim erradicaram completamente o fungo das sementes.

Alternativamente ao tratamento quimico, a eliminagdo ou redugo do inéculo em
sementes pode ser alcangada com eficiéncia através de varios métodos, entre eles o biolégico,
sendo a microbiolizagdo de sementes uma estratégia considerada como vantajosa no controle
integrado de doengas (Machado, 1988; Luz, 1993).

Luz (1991) cita a microbiolizagdo de sementes como um meio eficaz de introduzir
antagonistas, provavelmente porque sio colocados num ambiente favorivel, a espermosfera.
Além de controlar patégenos na espermosfera, controla também patégenos que sobrevivem no
solo.

Os bioprotetores utilizados na microbiolizagdo de sementes se resumem de modo
geral a poucos géneros de bactérias, leveduras e fungos, principalmente os fungos filamentosos.
Algumas citagbes evidenciam fungos dos géneros Chaetomium, Gliocladium, Penicillium e

Trichoderma como os mais promissores no controle de alguns fungos patogénicos (Tveit e
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Moore, 1954; Tronsmo, 1978; Tu, 1980; Windels, 1981; Bell, Wells e Markham, 1982; Howell,
1987; Homechin, 1987; Ilipront, Jr., 1991; Luz, 1991; Michereff, Menezes e Mariano, 1993).

No Brasil existem poucos trabalhos com tratamento biolégico de sementes de
soja; a maioria encontra-se ainda em fase preliminar como o trabatho de Neumaier, utilizando
espécies de Trichoderma visando o controle de Phomopsis sojae, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani, citado por Luz (1991).

Estudos de Homechin (1987) indicaram que alguns isolados de 7Trichoderma
harzianum foram capazes de inibir alguns fungos como Macrophomina phaseolina, Sclerotium
rolfsii ¢ Rhizoctonia solani em meio de cultura, e Rhizoctonia solani em sementes de soja
inoculadas artificialmente.

Outro exemplo de sucesso referido por Luz (1991) com sementes de trigo, ¢ a agio
antagénica de alguns agentes biolégicos sobre patdgenos causadores da podridio das raizes de
trigo “in vitro*, mostrando o controle dos patégenos em sementes, 0 aumento da germinagdo em
laboratério e estande no campo.

Reis (1975) trabalhando com podridio da haste de soja causada por Sclerotinia
sclerotiorum, verificou a agdo antagénica de espécies de Penicillium e Trichoderma sobre
estruturas de resisténcia do patégeno.

Nakamura et al. (1977) ao isolarem microorganismos antagénicos a Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum a partir de solos com e sem autoclavagem, verificaram que as
espécies mais freqilentemente isoladas pertenciam aos géneros Gliocladium, Penicillium e
Trichoderma. O estabelecimento de Penicillium oxalicum e Trichoderma harzianum na rizosfera
foi observado entre 10 a 28 dias apés a semeadura de sementes microbiolizadas (Kommedahl e
Windels, 1978).

A acdo de Penicillium oxalicum como antagonista em sementes de ervilhas e de
grdo de bico, protegendo as plantulas do tombamento em pré-emergéncia é também um
exemplo classico referido por diversos pesquisadores (Windels, 1981; Kaiser, 1984).

O controle de Phomopsis sp. por Bacillus subtilis em sementes de soja sob
condigdes controladas, foi evidenciado em trabalho de Cubeta, Hartman e Sinclair (1985). Sob

condigdes de campo tal efeito ndo foi observado.
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O controle bioldgico, ao contririo do controle quimico, n3o apresenta de modo
geral efeito imediato. Deve-se também considerar que nem sempre o nivel de controle obtido
pelo método biolégico isoladamente, ¢ suficiente para que danos & produgiio sejam evitados
(Bettiol € Ghini, 1995). Neste sentido a combinagio de métodos quimicos e biolégicos, quando
possivel, surge como uma estratégia das mais eficazes no controle de iniimeras doengas.

Luz (1993); Bettiol ¢ Ghini (1995) citam que a integracdo entre os fungicidas
quimicos com os bioprotetores pode trazer algumas vantagens, como aumento da amplitude de
controle dos patdgenos, ou a obten¢io de um efeito aditivo ou uma agdo sinergistica sobre
determinado patégeno ou sobre um complexo de doengas, o que permitiria uma redugdo
significativa da quantidade de pesticida necessaria ao controle da doenga.

O processo de integracio entre o controle quimico e biologico foi considerado
como compativel por Lifshitz e Lifshitz (1985) ao verificarem uma agio aditiva entre o fungicida
benodanil e o fungo Trichoderma harzianum, no processo de inibigdo do crescimento de
Rhizoctonia solani “in vitro”. Através de estudos realizados com thiram Richardson (1973)
verificou que o mesmo ndo inibiu Trichoderma viride até a concentragio de 6,2 ppm e
Penicillium sobreviveu até a concentragio de 50 ppm.

A combinagdo do fungicida metalaxil com agentes de controle biologico através
da microbiolizagdo de sementes de algoddo ¢ também um exemplo referido na literatura em que
O tratamento com a mistura apresentou um efeito positivo no controle de Pyrhium. Resultado
semelhante foi registrado por Mukhopadhyay, Shresthal e Mukherjee (1992) através do
tratamento de sementes envolvendo Gliocladium virens e fungicida carboxin, no manejo de
fungos como Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani € Fusarium oxysporum em grio de bico,

lentitha e amendoim.
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3 ASPECTOS CULTURAIS E PATOGENICOS DE ISOLADOS DE Diaporthe
Phaseolorum {. sp. meridionalis EM RELACAO A OUTROS COMPONENTES DO
COMPLEXO Diaporthe/Phomopsis.

RESUMO

Tendo em vista a necessidade de informagdes quanto aos aspectos relacionados a
associagdo do fungo Diaporthe phaseolorum f, Sp. meridionalis com a semente de soja, avaliou-
s¢ o desenvolvimento micelial do patdgeno em diferentes substratos e meios de cultura, assim
como a sua diferenciagiio com relagio aos outros patogenos do complexo responsivel pela
biodeterioraco de sementes de soja. Foi observado uma significante sensibilidade do patégeno a
concentragdes de 2,4-Diclorofenoxiacetato de sédio acima de S ppm, quando adicionado ao
papel de filtro. Verificou-se uma resposta variada entre os diferentes isolados em estudo, quanto
ao crescimento micelial sobre os meios de cultura. O meio BDA com pH 4,5 i temperatura de
25°C e sob luz continua, foi a condigdio mais favoravel ao crescimento dos isolados.

Devido a grande variabilidade apresentada pelo agente do cancro da haste, houve
dificuldades na sua detecgiio e diferenciagdo pelo método de incubagio em papel de filtro
“Blotter test”, entretanto, através da utilizagéio do método agarizado foi possivel distingui-lo dos

demais componentes do complexo Diaporthe/Phomopsis.
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SUMMARY

MORPHOLOGICAL AND PATHOGENIC ASPECTS OF ISOLATES OF
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis IN RELATION TO OTHER MEMBERS
OF THE Diaporthe/Phomopsis COMPLEX ASSOCIATED WITH SOYBEAN.

In view of the need of additional informations on the interaction of Diaporthe
Phaseolorum f. sp. meridionalis with soybean seeds having in sight its diferentiation during
health testing, the present work was carried out looking at the micelial development of such
fungous on different medium substrates and at different incubation conditions. The assay on
effect of 2,4-D (sodium salt) on paper substrate, showed that concentrations of this chemical
higher than 5 ppm affected significantly the mycelial growth. Fungous growth was higher on
acidified PDA medium, incubation at 25°C under continuous light, compared with Czapek and
soybean extract media. Colonies of Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis were possible to
be distinguished only on acidified PDA medium, as it had been referred to in previous studies.
Differential detection of Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis in the presence of other
Diaporthe/Phomopsis species on soybean seeds, by the blotter test, was seen to be difficult and
unreliable to be adopted in routine testing.

3.1 INTRODUCAO

O cancro da haste da soja (Glycine max (L.) Merrill), ¢ ocasionado pelo fungo
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Morgan-Jones, 1989), e ¢ uma doenca de recente
introdugdo no pais, sendo considerada atualmente uma das mais sérias e importantes doencas da
referida cultura. O cancro da haste pode causar perdas no campo sobre cultivares suscetiveis, de
até 100 % (Yorinori et al., 1993). Na safra de 1993/94, foi considerado o responsavel por perdas
econbmicas estimadas em US$ 200 milhdes (Luiz, Yorinori e Meirelles, 1994).

O fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis ¢ um dos representantes do

grupo que compde o complexo Diaporthe/Phomopsis, juntamente com Diaporthe phaseolorum
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sua detecgdo diferencial segura e rapida em andlise de rotina. A comparacdo de Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis com os demais membros do complexo Diaporthe/Phomopsis em
soja, foi feita considerando-se alguns aspectos que normalmente interferem na condugio dos

testes de sanidade convencionais da soja.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Sementes ¢ em
casa de vegetagio do Departamento de Fitossanidade da UFLA - Lavras - MG, no periodo de
novembro de 1994 a maio de 1995. Para este estudo foram conduzidos ensaios em diferentes

etapas.

Etapa 1. Efeito de 2,4-D sobre o crescimento micelial de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis.

3.2.1 Obtenciio e cultivo de Diaporthe Phaseolorum f{. sp. meridionalis.

O isolado foi obtido de planta de soja cultivar FT Cristalina, com sintomas do
cancro da haste na fase de maturagio, oriunda de uma regido de cultivo do municipio de
Presidente Olegdrio - MG, safra 1993/94.

Apos a obtencio da cultura pura do fungo, a mesma foi preservada em tubos
de ensaio (Figueiredo ¢ Pimentel,1989), até a sua utilizagio por ocasifio dos ensaios, quando
foram repicadas para placas de petri contendo meio BDA e incubadas em regime luminoso
de 12h luz/ 12h escuro e temperatura de 21(x2)°C, por um periodo de 7 dias.

3.2.2 Condugio do experimento .
Aliquotas de uma solugdo estoque de 2,4-D foram adicionadas ao meio BDA

diluido (batata 200g, dextrose 20g, agar 3g, 4gua destilada 1000ml) de forma a se obterem
substratos com concentrages de 0, 5 e 10 ppm do sal.
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Para cada placa de petri de 9 cm de didmetro, utilizaram-se 3 folhas de papel de
filtro umedecidas em meio BDA diluido e esterilizado e i temperatura de 45°C
aproximadamente. Posteriormente a distribuigio dos papéis saturados com os substratos, nas
devidas concentragdes nas placas de petri, cada uma dessas foi inoculada em sua regido central,
com um disco de micélio de 5 mm de didmetro retirado da periferia de uma cultura de Diaporthe
Phaseolorum f. sp. meridionalis, com 7 dias de idade (descrito em 3.2.1).

As placas foram incubadas 4 temperatura de 21(¥2)°C, em regime alternado 12h
luz/ 12h escuro, sob luz negra fornecida por lampadas SILVANIA F30 colocadas a 40 cm acima
das placas de petri.

O didmetro do crescimento micelial das colonias foi medido 7 dias apos a
transferéncia, e posteriormente & coloragéio realizada segundo método descrito por Machado e
Langerak (1993) modificado. A coloragio do micélio foi realizada adicionando-se 5 ml da
soluc@o corante constituida de glicerol Sml: 4lcool etilico 45ml: dgua destilada 200ml: azul de
anilina 0,05g em cada placa. Apés 2 minutos, as placas foram transferidas para um aparelho de
microondas por mais 2 minutos. Em seguida, o excesso da solugdo corante foi retirado pela
lavagem do substrato em alcool etilico 40 % e, logo apés, as placas foram expostas & temperatura
ambiente para o processo de secagem final.

Para este ensaio empregou-se o delineamento experimental de blocos casualizados
com 3 tratamentos (0, 5 e 10 ppm) e 7 repetigdes, perfazendo um total de 21 parcelas. Cada
parcela foi representada por uma placa de petri.

Etapa 2. Comparacio de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis com os demais membros

do complexo Diaporthe/Phomopis quanto i patogenicidade e aspectos culturais.

3.2.3 Obtenciio de isolados a partir de sementes de soja oriundas de diferentes localidades

geogrificas.

Para obtengdo de diferentes isolados, foram analisadas sementes de 50 amostras
procedentes de diferentes localidades do Estado de Minas Gerais e de outros Estados, através do
teste padrdo de sanidade de sementes modificado, conforme resultados verificados na etapa 1.
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A amostra de trabalho foi representada por 200 sementes nio desinfestadas, sendo
estas distribuidas em placas de petri de 15 cm de didmetro, esterilizadas contendo cada uma, 3
folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com solu¢do de 2,4-D na concentragio de 5
ppm. Em cada placa foram distribuidas 25 sementes. Apos preparadas, parte das placas foi
incubada 4 temperatura de 21(+2) °C, num regime alternado de 12h luz/12h escuro sob luz negra
fornecida por limpadas TOSHIBA 40W, e outra parte incubada em temperatura de 25(+2)°C,
sob regime de luz continua, fornecida por limpadas PHILIPS 40W tipo luz do dia. Apos
decorridos 7 dias, procedeu-se & leitura das placas efetuando-se os isolamentos de Phomopsis
spp.

Com base em observagdes visuais das colénias desenvolvidas sobre as sementes, e
considerando-se a procedéncia das mesmas, foram selecionados 10 isolados diferentes para os
estudos seguintes (Tabela 1).

TABELA 1 - Procedéncia e natureza do material utilizado para obtengdo dos isolados.

Isolados Fonte inéculo Cultivar Procedéncia
01 Sementes Engopa 306 C. Grande - MS
02 Sementes Kis 602 Faxinal -PR
03 Sementes FT - Estrela Patrocinio - MG
04 Sementes IAC-8 P. Olegéario - MG
05 Sementes IAC-8 Patrocinio - MG
06 Sementes IAC-8 Patrocinio - MG
07 Sementes IAC-8 Patrocinio - MG
08 Sementes IAC-8 Lavras - MG
09 Sementes FT - Cnistalina C. Grande - MS

10 Haste FT - Cristalina P. Olegdrio - MG
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3.2.4 Patogenicidade dos isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis a cultivar FT -
Cristalina.

3.2.4.1 Preparo do inéculo.

Para este trabalho utilizou-se a técnica de palitos de madeira colonizados por
micélio do fungo, descrita por Keeling (1982) e modificada por Yorinori (1991b,1994). Os
palitos de madeira de 1,5 cm de comprimento foram afinados em uma das extremidades, fervidos
em 4gua destilada por 30 minutos, com pelo menos trés trocas de dgua para eliminar possiveis
agentes toxicos e/ou inibidor fingico e autoclavados a 120°C por 20 minutos. O fungo foi
repicado para placa de petri contendo meio BDA e incubado a 25(12)°C, no escuro. Apés 4 - 5
dias de incubagdo, 5 - 6 discos (5 mm de didmetro) do meio contendo micélio foram transferidos
para outras placas contendo meio BDA, dispostos equidistantemente e aproximadamente 60
palitos de madeira de 1,5 cm de comprimento foram colocados verticalmente, com a extremidade
afinada para fora do meio. Apés 4 dias de incubagdo a 25(+2)°C no escuro, o indculo

encontrava-se pronto para ser utilizado.
3.2.4.2 Inoculagio e conduciio do experimento.

Foram preparados vasos plasticos com capacidade de 3,0 litros esterilizados, que
receberam um substrato preparado na proporgdo 2:1:1 de solo peneirado, esterco de curral
curtido e peneirado e areia grossa, respectivamente. Apods a mistura o substrato sofreu uma
desinfestagdo com Brometo de Metila.

Em cada vaso foram semeadas 10 sementes de soja, e por ocasido do momento da
inoculagdo realizou-se um desbaste, mantendo-se 5 plantas por vaso.

O palito com a extremidade colonizada pelo fungo foi inserido no hipocétilo, a 1-
1,5 cm abaixo do cotilédone, em plantula com 10 dias da semeadura.

Posteriormente a inoculagdo as plantulas foram mantidas em cimaras timidas por

72 horas. Uma umidade relativa préxima a 85 % foi mantida, pela irrigagdo diaria dos vasos.
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Apds 20 dias da inoculago foi realizada a avaliagdo, determinando-se a incidéncia
de plantas com sintomas de cancros e a severidade dos isolados.

No periodo que transcorreu da inoculagdo até a avaliagdo, a temperatura média na
casa de vegetacio foi de 28,9°C para 2 maxima e 16,7°C para minima.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com 10
tratamentos (9 isolados + testemunha) e 4 repeticSes para cada tratamento, sendo que cada
repeticdo constou de 25 plantas, distribuidas em 5 vasos.

A avaliagdo de incidéncia foi realizada através da contagem de plantas com
sintomas do cancro da haste. A severidade foi avaliada através de uma escala de notas (Weaver

etal., 1988), variando de 1 a 5 conforme se segue:

1 = auséncia de sintomas;

2 = manchas em torno do ferimento;

3 = lesdo menor que 5 mm de extensio:;

4 = lesdo entre 5 ¢ 20 mm de extensdo ou plantas murchas;

5= lesdo maior que 20 mm de extens#io ou plantas mortas.

Para registrar com certeza a severidade do cancro da haste, realizou-se a abertura
da haste das plantas a partir do ponto de inserggio dos palitos, verificando-se o escurecimento da
medula e sua extensdo. Em seguida a avaliagdio, separaram-se pedagos de hastes dos diferentes
tratamentos que receberam uma assepsia em laboratério, e foram plaqueados em placas de petri
de 90 mm de didmetro contendo meio BDA pH 4,5, em seguida mantidos sob incubagio a
temperatura de 25(+2)°C em regime de luz continua, fornecida por ldmpadas PHILIPS 40W tipo
luz do dia. Tais condigdes, foram proporcionadas para que todos os isolados pudessem ter as

mesmas oportunidades de expressarem suas caracteristicas miceliais sobre o0 meio de cultura.
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3.2.5 Caracterizac¢iio cultural de diferentes isolados de Diaporthe phaseolorum 1. sp.

meridionalis em diferentes meios de cultura.

Para esta fase foram utilizados trés meios de cultura: BDA acidificado, Farinha de
soja e Czapek, cuja composi¢do baseou-se em Tuite (1969).

A metodologia proposta por McGee (comunicagio pessoal, 1994)°, para
diferenciagdo dos agentes do complexo Diaporthe/Phomopsis, baseia-se em aspectos
morfolégicos e culturais apresentados pelos mesmos, sobre a superficie de meio BDA - pH 4.5.

Para realizagio deste trabalho, repicaram-se os 10 isolados anteriormente
selecionados para placa de petri de 9 mm de didmetro contendo meio BDA e apos 7 dias de
incubag@o a temperatura de 21(¥2)°C, em regime alternado de 12h luz/12h escuro, sob luz negra
fornecida por 3 limpadas TOSHIBA 40W os mesmos foram utilizados como fonte de inéculo.

Para cada isolado foram preparadas 8 placas de petri de 90 mm de didmetro, cada
uma recebendo um volume de 15 ml do meio BDA acidificado (50°C). Apods a solidificagdio do
meio, as placas foram inoculadas ao centro com 1 disco de agar de 5 mm de didmetro com
micélio do fungo, obtido através de um furador de rolhas, retirado da periferia da colénia, com 7
dias de idade, e incubadas por um periodo de 14 dias.

Metade das placas foi incubada & temperatura de 21(+2)°C, em regime alternado
de 12h luz/12h escuro sob luz negra fornecida por 3 lampadas TOSHIBA 40W a 40 cm acima das
placas, enquanto a outra metade foi incubada a temperatura de 25(+2)°C, sob luz continua,
fornecida por 3 limpadas fluorescentes PHILIPS 40W tipo luz do dia a 40 cm acima das placas.

O desenvolvimento do fungo foi acompanhado, realizando-se leituras a intervalos
de 24 horas, medindo-se dois didmetros em posigdes ortogonais entre si na face inferior das
placas, até que uma das placas (repeti¢io) de cada um dos isolados apresentasse 0 maior
didmetro em cada meio.

A taxa de crescimento micelial expressa em mm/dia foi calculada considerando-se
o intervalo de 24 horas em que ocorreu o maior valor de crescimento radial em cada meio (Lilly
e Barnett, 1951).

* Curso de deteccdo de patdgenos em sementes (5% ISTA-PDC), Lavras - MG, 1994.
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As caracteristicas miceliais das col6nias foram avaliadas considerando-se cor, tipo
(aspectos de densidade e homogeneidade das hifas) e posi¢do do micélio em relagdo ao substrato.

Para que houvesse uma padronizagio em se tratando de coloragdo das coldnias,
seguiu-se os padrdes descritos de acordo com o sistema Munsell (1975) de notagdo de cores,
procurando-se com esta medida relacionar os resultados com a descri¢do morfologica dos fungos.

O mesmo procedimento foi realizado para os demais meios de cultura (Farinha de
soja e Czapek). O meio de Farinha de soja foi escolhido por ser a soja hospedeiro natural de
Diaporthe phaseolorum fsp. meridionalis, ¢ o meio Czapek foi utilizado em fungdo de
apresentar a composi¢do quimica conhecida e constante,

O delineamento utilizado foi de blocos casualizados em esquema fatorial
(10 x 3 x 2), constando de 10 isolados, 3 meios de cultura e 2 temperaturas, totalizando 60

tratamentos, com 4 repetigdes por tratamento. Cada placa de petri consistiu em uma repeticio.

Etapa 3. Avaliacio do comportamento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e de
Phomopsis sp. em sementes de soja, artificialmente inoculadas e em condicdes do

teste de sanidade.

As sementes empregadas no processo de inoculagdo foram da cultivar FT -
Cristalina, oriundas de Mato Grosso do Sul, safra 1993/94.

Os isolados de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm) e Phomopsis sp.
(Ps) utilizados como indculo, foram obtidos de haste de soja (FT - Cristalina) e de sementes (FT -
Estrela), oriundas de Presidente Olegario - MG e Patrocinio - MG, respectivamente.

O inéculo foi obtido através do crescimento do fungo em meio BDA i temperatura
de 25(22)°C, em regime de luz continua fornecida por lampadas PHILIPS 40W tipo luz do dia,
por um periodo de 7 dias.

O processo de inoculagdo consistiu na distribuicdo e manutengio das sementes
sobre as colénias dos fungos em crescimento ativo sobre BDA, dispostas em uma tinica camada,
ocupando toda a superficie das mesmas, durante diferentes periodos de tempo: 0 h (exposigdo

momenténea da semente sobre o inéculo); 15 h: 24 h e 30 h. Todo o procedimento foi realizado
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de forma semelhante para ambos os patdgenos. Para @ testemunha, as sementes foram colocadas
sobre o meio de cultura BDA, sem o crescimento fingico.

Apos o periodo de incubagfio as sementes foram retiradas das placas e expostas
sobre papel de filtro 4 temperatura ambiente de laboratério para secarem por um periodo de 24
horas. Posteriormente realizaram-se testes de sanidade, para se determinar a presen¢a dos

patégenos nas sementes.

3.2.6 Conducio dos testes de sanidade.

a) Incubacio em papel de fiitro - “blotter test”.

Momentos antes da instalagdo do ensaio, a amostra de trabalho foi submetida a
uma assepsia superficial com hipoclorito de sédio (NaClO) a 1 % durante 1 minuto, sofrendo 3
lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada, e posta a secar sobre papel de filtro em
camara de fluxo laminar.

Para cada tratamento foram utilizadas 200 sementes, sendo incubadas em placas
de petri de 15 cm de didmetro, contendo 3 folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas
com agua destilada e esterilizada. Em cada placa foram distribuidas 25 sementes, totalizando 8
placas por tratamento. Metade das placas foi incubada 4 temperatura de 21(+2)°C em regime
alternado de 12h luz/ 12h escuro, sob luz negra fornecida por limpadas TOSHIBA 40W, e a outra
metade incubada a temperatura de 25(+2)°C em regime de luz continua, fornecida por lampadas
PHILIPS 40W tipo luz do dia, por um periodo de 7 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, constando de 5
tratamentos (0, 15, 24 e 30 horas de exposigdo + testemunha) com 4 repetigdes. Cada parcela foi
representada por uma placa de petri contendo 25 sementes, sendo que, cada condigio de
incubagdo foi analisada individualmente. A analise estatistica foi realizada transformando-se os

dados de porcentagem por log (x + 10).
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b) Incubaciio em meio BDA acidificado.

Para realizagdo deste ensaio foram utilizadas 100 sementes por tratamento, que
foram incubadas em placas de petri de 90 mm de didmetro, contendo aproximadamente 20 ml de
meio BDA pH 4,5 ajustado com &cido latico. Em cada placa foram distribuidas 10 sementes
inoculadas, totalizando 10 placas por tratamento. As sementes inoculadas receberam uma
assepsia superficial com NaClO a 0,5 % por 1 minuto e posteriormente foram lavadas em 4gua
destilada e esterilizada.

A incubagdo transcorreu por um periodo de 14 dias, 4 temperatura de 25(+2)°C em
regime de luz continua, fornecida por limpadas PHILIPS 40W tipo luz do dia, conforme
metodologia descrita por McGee (comunicag3o pessoal, 1994)°.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, constando de 5
tratamentos (0, 15, 24 e 30 horas de exposigio + testemunha) com 10 repeti¢des. Cada parcela

foi representada por uma placa de petri contendo 10 sementes.

3.2.7 Caracteristicas fenotipicas dos patbgenos sobre sementes inoculadas simultaneamente

com Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e com Phomopsis sp.

Na condugdo deste ensaio, seguiu-se a metodologia de inoculag@io descrita na
etapa 3, utilizando-se o periodo de 24 h de exposi¢io das sementes a Diaporthe phaseolorum f.
sp. meridionalis e a Phomopsis sp.

Duas amostras de 200 sementes foram utilizadas para a inoculagdo, sendo que
uma foi exposta inicialmente & colénia micelial de Diaporthe Phaseolorum f. sp. meridionalis, e
em seguida foi mantida em temperatura ambiente sobre papel de filtro para secagem por 24 h,
sendo entdo exposta pelo mesmo periodo de tempo a coldnia micelial de Phomopsis sp. A
segunda amostra recebeu o mesmo procedimento, entretanto, a exposi¢do inicial foi a coldnia de
Phomoapsis sp. e em seguida & coldnia de Diaporthe phaseolorum f, Sp. meridionalis.

Realizada a inoculag3o das sementes com ambos os isolados, procedeu-se ao teste

de sanidade (papel de filtro) para se determinar a incidéncia dos patogenos. Metade das placas

* Curso de detecgdo de patdgenos em sementes (5® ISTA-PDC), Lavras - MG, 1994,
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foi incubada a temperatura de 21(+2)°C em regime alternado de 12h luz/ 12h escuro, sob luz
negra fornecida por lampadas TOSHIBA 40W, e a outra metade incubada i temperatura de
25(+2)°C em regime de luz continua, fornecida por lampadas PHILIPS 40W tipo luz do dia, por

um periodo de 7 dias.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito de 2,4-D sobre o crescimento micelial de Diaporthe phaseolorum f. sp.

meridionalis.

O efeito das diferentes concentragdes do sal de 2,4-D sobre o crescimento micelial
de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis sobre papel de filtro saturado com meio BDA a

0,3 % encontra-se na Figura 1.

EZ Taxa de crescimento

C.M. (mm)

Concentragdo de 2,4-D (ppm)

FIGURA 1. Efeito de 2,4-D sobre o crescimento micelial (CM) de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, sob temperatura de 21 (+2)°C. UFLA - Lavras, 1995.
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Os resultados obtidos mostram uma sensibilidade do patégeno ao sal de 24-D
adicionado ao substrato, quando comparado com a testemunha. Porém, os tratamentos referentes
as concentracdes de 5 e 10 ppm de 2,4-D nio apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre si (P < 0,05).

De certa forma resultados semelhantes foram encontrados por Machado e
Langerak (1993) para alguns fungos associados a sementes de algoddo, como Colletotrichum
gossypii, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Botryodiplodia theobromae e Alternaria
macrospora. Tais fungos nio apresentaram reduco significativa do crescimento micelial quando
cultivados sobre papel de filtro saturado com solugdo de 2,4-D (sal de sédio) entre 1,0 ¢ 10 ppm.

Machado (1980) verificou uma significativa inibi¢do do crescimento micelial de
Diaporthe phaseolorum var. sojae em meio 4gar contendo 2,4-D com concentragdes a partir de
10 pg/ml. Esses resultados reafirmam de maneira clara os cuidados que devem ser tomados na
utilizagdo de 2,4-D, em testes de sanidade, posto que mesmo em doses relativamente baixas
fungos importantes podem ter o seu desenvolvimento prejudicado, e as vezes totalmente inibidos

na presenga deste produto.

3.3.2 Comparaciio de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis com os demais membros do

complexo Diaporthe/Phomopsis quanto a patogenicidade e aspectos culturais,

Os isolados obtidos através do teste de sanidade, foram agrupados de acordo com
suas caracteristicas comuns, considerando-se aquelas mais observadas em andlise de rotina. De
acordo com este procedimento obtiveram-se 9 (nove) grupos de isolados, sendo selecionado de

cada um deles um isolado representativo. Estas caracteristicas encontram-se descritas na
Tabela 2.

3.3.2.1 Patogenicidade dos isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis a cultivar FT -

Cristalina.

Os resultados da avaliagio de severidade dos isolados em plantulas desenvolvidas
em casa de vegetacio encontram-se dispostos na Tabela 3.




TABELA 2. Agrupamento dos isolados de Pliomopsis spp.obtidos de sementes procedentes de diferentes regides geograficas, através
de incubag@o pelo teste padrio de sanidade “Blotter Test”. UFLA - Lavras, 1995.

Caracteristicas das coldnias Isolados
¢/picnidios recobertos 5
Denso  Abundante
Aéreo ¢/picnidios expostos (exudando) 1
MICELIO Branco Ralo Escasso c/picnidios expostos 2
FLOCULOSO Baixo (superficial) Denso  Abundante  c/picnidios totalmente recobertos 3
Branco a Pardo Escuro Aéreo Denso  Abundante c/picnidios bem distribuidos 6
Branco - Levemente Pardo Baixo (superficial) Denso  Abundante  c/picnidios bem distribuidos 7
Pardo Aéreo Ralo Escasso 4
MICELIO Branco ~ - ao redor dos picnidios 9
EM TUFOS Abundante  picnidios bem
Branco-Pardo distribuidos 8

6t
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Pelos resultados deste ensaio verificou-se que houve diferencga entre os isolados 4
e 10 dos demais, pois apenas ambos induziram sintomas tipicos de cancro da haste sobre a
cultivar suscetivel utilizada.

A incidéncia da doenga foi verificada em 100 % das plantas inoculadas com os
isolados 4 e 10, sendo que ambos mostraram-se muito patogénicos. As plantas inoculadas com os

demais isolados mostraram-se assintomaticas com referéncia ao cancro da haste..

TABELA 3. Nota média de severidade obtida em plantulas de soja em casa de vegetagdo através
de inoculagdo dos diferentes isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis. UFLA -

Lavras, 1995.

Isolados Meédia (nota de severidade)
4 484a
10 457b
1 1.00 ¢
2 1.00c
3 1.00 ¢
5 1.00c
6 1.00c
7 1.00¢c
8 1.00¢
9 1.00 ¢

MEDIA 1.74

CV.% 6.20

Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.3.2.2 Caracterizacio cultural de diferentes isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis em
diferentes meios de cuitura.

As taxas de crescimento micelial dos isolados nos diferentes meios de cultura
estudados, encontram-se na Tabela 4.
Pelos dados obtidos, verifica-se uma grande variagdo entre os isolados

componentes do complexo Diaporthe/Phomopsis, quando cultivados em meio BDA acidificado,
¢ entre os demais meios de cultura estudados.
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TABELA 4. Taxa de crescimento micelial (mm/24 h) dos isolados de Diaporthe phaseolorum
f. sp. meridionalis ¢ de Phomopsis sp. em diferentes meios de cultura e temperaturas
de incubagdo. UFLA - Lavras, 1995,

Meios BDA Farinha de Soja CZA PEK
Isolados T.(°C) 21 25 21 25 21 25
01 1630d 24.73de 13.26e 1823cde 6.73e 14.48cd
02 1590d 2223e 1436cde 17.90cde 11.20b 13.85d
03 20.35bcd 26.03cde 16.54bcd 17.68de 11.38b  15.93 bed
04 29.73a  39.73a 25.10a 2885a 1428a 22.40a
05 1835cd 35.60ab 19.32b 23.18b 973c¢d 13.93d
06 20.67bcd 31.83bc 16.97bc 21.30bc 13.05a 17.95bc
07 2273bc 2553de 14.08cde 1523e 14.00a  14.65 bed
08 20.25bcd 2835cd 14.95cde 1490 858d 13.18d
09 1543d 24.18de 1368de 1990bcd 593e 12.85d
10 2550a  3455ab 2390a 29.35a 1040bc 18.13b
MEDIA 20.52 29.27 17.22 20.65 10.53 15.73
CV.% 11.11 8.41 7.10 7.07 5.71 9.16

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Os isolados 4 ¢ 10 foram os que apresentaram maior taxa de crescimento em
" todos os meios, seguidos pelos isolados 5 ¢ 6. Os demais mostraram-se com crescimento
semelhante nos diferentes meios, com excegio do isolado 7 o qual ndo apresentou um bom
crescimento em meio de farinha de soja, porém teve um melhor desempenho no meio czapek,
possivelmente em fungéio de algum requerimento nutritivo.

De modo geral, os resultados deste estudo apontam que o melhor meio de cultura
para o desenvolvimento micelial foi o meio BDA pH 4,5, a semelhanga de resultados
encontrados por Seall (1976); Almeida (1981); McGee (comunicagdo pessoal, 1994)° ¢ Roman
(1995), seguido pelo meio de farinha de soja e czapek; (Figura 2). A temperatura mais elevada
(25°C) proporcionou maiores valores para as taxas de crescimento micelial em todos 0s meios, 0

que confirma também resultados de McGee (comunicagdio pessoal, 1994)° ¢ Roman (1995),
(Figura 3).

* Curso de detecgdo de patdgenos em sementes (5 ISTA-PDC), Lavras - MG, 1994,
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FIGURA 2. Taxa de crescimento micelial-TCM (%) dos isolados de Phomopsis spp. em
diferentes meios de cultura. UFLA - Lavras, 1995,
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FIGURA 3. Taxa de crescimento micelial-TCM (%) dos isolados de Phomopsis spp. em
diferentes temperaturas. UFLA - Lavras, 1995.
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Resultados semelhantes foram observados por Pacumbaba (1988) quando
verificou que o maximo da taxa de crescimento micelial de 11 isolados de Diaporthe
phaseolorum var. caulivora foi obtido em meio BDA pH 4,5, poréni a temperatura de 20°C sob
luz fluorescente continua.

Leach (1979) relata que o conhecimento da temperatura ideal que favorece o
crescimento e a esporulago de cada patégeno € essencial no sentido de manter um critério para
sua detec¢do e identificagdo.

Os dados referentes as caracteristicas culturais exibidas pelos diferentes isolados
em diferentes meios de cultura, encontram-se agrupados nas Tabelas 5 ¢ 6. Em conformidade
com estes dados observa-se a ocorréncia de vérios tipos de micélio em diferentes isolados, assim
como mudanca de tipo de micélio de acordo com o meio ¢ o periodo de inbubacﬁo, 0 que
evidencia a grande variabilidade existente entre os isolados dentro de um mesmo meio € entre os
diferentes meios. Na tentativa de relacionar as caracteristicas iniciais que deram origem aos
diferentes grupos que foram representados pelos 9 isolados, verificou-se que apenas os isolados 4
¢ 5 apresentaram algumas caracteristicas semelhantes em todos os meios, em relagdo as
caracteristicas na superficie das sementes, isto portanto, acarreta a impossibilidade desta
interligacdo, pois as espécies que compdem o complexo de fungos podem apresentar
caracteristicas variadas com respeito a tipo e posigio do micélio, quantidade e coloragio de
picnidios, isto confirmado pelos resultados obtidos através deste estudo, e a semelhanga de

resultados citados por Yorinori (1991a).

TABELA 5. Agrupamento dos isolados do compiexo Diaporthe/Phomopsis em soja, em fungio
de suas caracteristicas culturais em diferentes meios de cultura e temperaturas.
UFLA - Lavras, 1995.

MEIOS DE CULTURA
Caracteristicas Miceliais BDA -pH 4,5 Farinha de Soja Czapek
(Topografia e textura) 21°C 25°C 21°C 25°C 21°C 25°C

12hs. luz |L. Continua| 12 hs.luz |L. Continua| 12 hs. luz |L. Continua

Aéreo, denso, floculoso e abundante 2,4,5, 2,3,4,5, 4,5, 6, 1,3,4,5,{ 2,3,4,5, | 2,3,4,5,

7.8, 10 6,7,8,10 8, 10 6,910 6,7 10 7,8, 10
Aéreo, ralo, floculoso e escasso 1 - 7 7 - -
Superficial, frouxo e homogéneo 3,6 - 1,2,9 2.8

Superficial, compacto e homogéneo 9 1,9 3 - 1,89 1,6,9
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TABELA 6. Agrupamento dos isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis em fungdo da
coloragdo micelial da colénia nos diferentes meios de cultura e temperaturas de
incubagfo. UFLA - Lavras, 1995.

Coloragdo da colonia MEIOS DE CULTURA
BDA pH 4.5 Farinha de Soja Czapek

Munsell* | Descrico 21°C | 25°C 21°C | 25°C 21°Cc | 25°C

4/4 marrom oliva - 6 - - - -
2,5Y 4/2 mairrom cinza escuro - - - - - 3

72 cinza claro - - 1 - - -

8/4 amarelo pdlido - 5 - - - -
5,0Y 2 branco cinza claro - 1 9 - - -

6/3 oliva palido - - - - - ]
7.5Y 82 branco rosa palido - - - - -

72 cinza rosa palido 7 8 - - - -

SYR 8/2 branco rosa palido 2,5 - 3,7 - - -
8/3 rdseo 3,8 - - - 6
7/2 cinza rosa palido 6 - - 2 -

7,5YR 82 branco rosa palido - 3 6 3,5 3,5,2,8 58
8/4 roseo - - 8 - 6 -
8/1 branco 1,9 9 - 1,9 9
82 branco - 2 - - - -
8/3 marrom muito palido - - 4,9 4 -
8/4 marrom muito palido - - - - 10 -
8/6 amarelo 10 4,10 - - - 4,10

10YR "2 cinza claro - -

7/4 marrom muito palido - - 2 - -
6/4 marr. amarelo claro - - 2,4 - - -
6/6 amarelo pardo - - - 8 - -
472 marrom cinza escuro - 7 - - - -
4/6 mar. amarelo escuro - - - - -

3/4 mar. amarelo escuro - - 10 10 - -

* Sistema Munsell de notaggo de cores (tonalidade e intensidade).

O isolado 10 de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, que correspondeu a
referéncia neste estudo, apresentou-se constante quanto as caracteristicas miceliais estudadas nos
3 meios de cultura; com excegio deste e do isolado 4, os demais apresentaram crescimento da
colonia com presenga de zoneamentos caracteristicos a temperatura de 21°C, tipico da influéncia
do fotoperiodo de 12 h.

Com relagdo ao meio BDA, os isolados 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10 apresentaram as

caracteristicas miceliais consistentes nas duas temperaturas, os demais apresentaram uma
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variagdo, sendo considerados inconsistentes.; entretanto notaram-se pequenas variagdes quanto &
coloragdo, tonalidade e/ou intensidade da colénia (Tabela 6).
O desenvolvimento de picnidios foi observado nas culturas dos isolados 2,4,7, 8,
' 9¢ 10 natemperatura de 21°C e 3,4, 7, 8,9, ¢ 10 na temperatura de 25°C; e a formagdo de
agregados estromaticos foi observada nos isolados 1, 5 ¢ 6 em ambas as temperaturas € no
isolado 2 a 25°C, apenas o isolado 3 a 21°C nio formou picnidios.

Com relacdo ao meio de farinha de soja, os isolados que apresentaram as
caracteristicas miceliais consistentes em ambas as temperaturas foram 2, 4, 6, 7 e 10, os demais
ndo se mantiveram constantes, também ocorreu variagio quanto a coloragdo da colonia, sua
tonalidade e/ou intensidade. Com excegdio do isolado 10, o meio de soja mostrou-se favoravel a
formagio de picnidios para os demais isolados em ambas as temperaturas.

No meio Czapek, com excegdo dos isolados 6 e 8 os demais apresentaram as
caracteristicas miceliais constantes em ambas as temperaturas, e a variagdo na coloragdo das
coldnias foi maior a 25°C quando comparada com 21°C.

Com excegdo dos isolados 4, 5, e 10 os demais apresentaram picnidios a 21°C,
porém a sua maioria encontrava-se em formagao, submersos ao meio. Apenas nos isolados 1 ¢ 9
os picnidios apresentavam-se bem formados com a presenca de cirros. Na temperatura de 25°C
os isolados 1, 2 e 3 apresentaram agrupamentos de picnidios, o isolado 8 apresentou formagio de
picnidios na periferia da colénia, e os demais ndo apresentaram esta frutificacdo aos 14 dias de
incubagio.

De acordo com citagdes de literatura (Kulik e Sinclair, 1989; Schmittenner, 1989;
McGee, (comunicagdo pessoal, 1994)°, das caracteristicas estudadas e encontradas em meio BDA
PH 4,5 o qual favoreceu o desenvolvimento micelial dos isolados manuseados, deduziu-se que os
isolados 1 e 9 correspondem a espécie Phomopsis longicolla, os isolados 2, 3, 5, 6, 7 ¢ 8
correspondem a espécie Phomopsis sojae e os isolados 4 e 10 correspondem a espécie Phomopsis
Pphaseoli {. sp. meridionalis (teleomorfo - Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis), (Figura 4).

Estes resultados concordam com citagdes de Kemtz (1978); Mc Gee (1983); Kulik
e Sinclair (1989) e Schimitthenner (1989), em que Phomopsis longicolla € Phomopsis sojae

apresentam-se em maior percentual, sendo recuperados mais freqiientemente das sementes que

* Curso de detecgdo de patogenos em sementes (5* ISTA-PDC), Lavras - MG, 1994.
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FIGURA 4. Aspectos das colonias de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm) €
Phomopsis sp. (P. sp.) em diferentes substratos e condi¢des de incubagdo (21°C e
25°C). UFLA - Lavras, 1995.

(1) Phomopsis sp. (placas a esquerda) e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (placas a
direita) em Czapek; (2) Phomopsis sp. (placas a esquerda) Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis (placas a direita) em BDA acidificado; (3) Vista frontal de Diaporthe phaseolorum
f. sp. meridionalis em BDA acidificado (placas a esquerda) e em Farinha de soja (placas a
direita); (4) Sementes de soja inoculadas com Phomopsis sp. (placas a esquerda) e com
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (placas a direita).
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Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis, o que ¢ justificado pelo fato deste dltimo apresentar uma
baixa transmissibilidade pelas sementes (Backman, Weaver e Morgan-Jones, 1985; Backman,
McGee e Morgan-Jones,1989; Yorinori, 1991a, 1992; Garrido, 1994 Roman, 1995).

Entretanto dois dos isolados considerados como Phomopsis sojae (3 e 6),
apresentaram detalhes e variagdes na coloragio colonial, que os separava em uma faixa
intermediria entre as espécies Phomopsis sojae e/ou Phomopsis longicolla, por ocasido de sua
classificag@io. Sendo assim, os resultados obtidos permitem concluir que a metodologia proposta
para diagnose do agente do cancro da haste em laboratério gera dividas devido a grande
variabilidade dos fungos pertencentes ao complexo Diaporthe/Phomopsis.

E vilido considerar também que esta ¢ uma metodologia morosa quando
comparada ao teste padrdio de sanidade de sementes (“Blotter test™), e em fungio da necessidade
de um rapido diagnéstico em se tratando de trabalhos de rotina em um laboratério de Patologia
de Sementes. Porém, a sua viabilidade e aplicacdo em trabalhos de rotina podera vir a ser
possivel com algumas modificagdes, como a redugdo do periodo de incubagio, a adi¢do de algum
produto inibidor de crescimento ou a adicdo de algum fungicida seletivo, a exemplo do meio de
Phillips (1984), utilizado para diferenciacdo e deteccio de Diaporthe phaseolorum f. sp.

caulivora de Diaporthe phaseolorum f. Sp. sojae.

3.3.3 Avaliagio do comportamento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e de
Phomopsis sp. em sementes de soja artificialmente inoculadas, e em condicdes de teste
de sanidade.

3.3.3.1 Conducdo dos testes de sanidade.

a) Incubaciio em papel de filtro “blotter test™.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 7., onde pode ser observado um

efeito significativo entre os diferentes periodos para inoculag3o ( P < 0,05).
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TABELA 7. Incidéncia de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e Phomopsis sp. em
sementes de soja inoculadas artificialmente. UFLA - Lavras, 1995.

TEMPOS DE FUNGOS
EXPOSIGAODAS  D. phaseolorum f. sp. meridionalis Phomopsis sp.
SEMENTES AOQ 21(x2)°C 25(x2)°C 21(2)°C 25(x2)°C
INOCULO (horas)
Test. 00 c 00c 00c 00b
0 00 ¢ 01 be Olc 00 b
15 18 b 26 b 8 b 88 a
24 63 a 63 a 92 ab 93 a
30 64 a . 71 a 98 a 93 a
MEDIA 29 32,2 552 54,8
CV.% 3.1 6.6 22 1.03

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Para o isolado de Phomopsis sp. ndo houve diferenca significativa entre os tempos
de 15 h, 24 h e 30 horas a 25(+2)°C, e entre 30h e 24h a 21(2)°C. Com respeito ao isolado de
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, verificou-se que em ambas as temperaturas os
periodos de 24h e 30h de exposigdo da semente ao indculo, nio apresentaram estatisticamente
diferenga significativa entre si.

Através dos dados obtidos ficou evidenciado que a exposi¢do mais prolongada das
sementes a colonia dos fungos levou a um estabelecimento crescente dos mesmos entre os
periodos considerados. Quanto ao tratamento correspondente 4 exposi¢io momentinea da
semente a0 indculo, atribui-se que o processo de assepsia executado no presente caso tenha
eliminado possiveis estruturas dos fungos aderidas superficialmente a semente.

Kmetz, Schmitthenner e Ellett (1978) citam que sementes de soja foram infectadas
com agentes do complexo Diaporthe/Phomopsis quando as mesmas foram expostas ao inéculo
por 48 h € 72 h. Sobre este aspecto estudos conduzidos por Almeida (1981) expondo sementes de
soja & colonias de Diaporthe phaseolorum var. sojaec em meio BDA, demonstraram que o
periodo de 24 h foi 0 mais indicado com base no fato de que, quando expostas por um periodo

igual ou superior a 48 h ocorre uma drastica redugdo de germinagdo e emergéncia das sementes.
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Os resultados obtidos no presente estudo fazem também com que o periodo de 24
h de exposigao das sementes de soja ao indculo, seja apontado como o mais conveniente visando

estudos posteriores, com vistas a patogenicidade, transmissio do patogeno via sementes, etc.

b) Incubagfio em meio BDA acidificado.

Pdde-se verificar através da metodologia aplicada resultados semelhantes aos
encontrados no teste de incubagdio em papel de filtro, ou seja, com o aumento do tempo de
exposi¢do das sementes ao inGculo, houve uma maior expressio dos patogenos localizados
internamente, através de suas caracteristicas culturais e morfolégicas sobre o meio. Entretanto,
com a utilizagdo do meio de cultura BDA pH 4,5, a diferenciagdo das caracteristicas culturais
entre as espécies € visualizada e definida com maior seguranca.

Durante o periodo de incubagdo e avaliagdo, foi observado o desenvolvimento de
outros microorganismos nas placas contendo sementes com os tratamentos de 0 h,15he
testemunha, predominando fungos de armazenamento como Aspergillus spp., Penicillium sp.,
além de Cladosporium sp., Chaetomium Sp., Fusarium sp. e bactérias. A auséncia dos mesmos
nas placas contendo sementes com tratamento correspondendo a 24 h e 30 h, sugere que uma
possivel agdo de competi¢io entre os microorganismos possa ter ocorrido, prevalecendo os
patégenos inoculados artificialmente.

Nao foi verificada diferenga na expressio de sintomas sobre 0 meio em fungdo dos

diferentes niveis de indculos contidos nas sementes utilizadas.

3.3.3.2 Caracteristicas  fenotipicas dos patégenos sobre sementes inoculadas

simultaneamente com Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e Phomopsis sp.

Os resultados observados neste estudo ndo permitiram caracterizar e distinguir
com precisdo o isolado de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, agente causal do cancro da
haste, das diferentes espécies do complexo de patigenos, em sementes inoculadas.

Durante a avaliagdo verificou-se que independentemente da ordem de inoculagio

e das condigSes de temperatura as caracteristicas de Phomopsis sp. tesponsavel principal pela
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biodeterioragdo de sementes foram predominantes. Apesar da dificuldade na detecgdo do agente
causal do cancro da haste em sementes inoculadas, algumas de suas caracteristicas foram
possiveis de ser observadas & temperatura de 25(+2)°C, tais como, a presenga de um halo marrom
avermelhado ao redor da semente, sobre o papel de filtro, micélio mais fino e poucos picnidios
sobre a superficie da semente.

Embora as condi¢des de inoculagio e de incubagio tenham sido semelhantes a
ambas as espécies do complexo filngico, algum fator deve atuar impossibilitando Diaporthe
Phaseolorum f. sp. meridionalis no estabelecimento e/ou a expressio de seu perfil sobre a

semente.

3.4 CONCLUSOES

Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis apresenta sensibilidade significativa ao
herbicida 2,4-Diclorofenoxiacetato de sédio utilizado a partir da concentragdo de 5 ppm em
testes de sanidade de sementes (“Blotter test™);

Entre os meios de cultura comparados, BDA acidificado foi o que melhor
proporcionou condi¢des para detecgdo e diferenciagio de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis;

Variabilidade do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis em termos
culturais (coloragdo de micélio em sementes, crescimento, didmetro de coldnia e numero de
frutificacdes) ¢ relativamente acentuada em todos os meios e condigdes estudadas neste
trabalho;

Deteccdo de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis em sementes de soja pelo
método de incubagio em papel de filtro (“Blotter test™), revelou-se inseguro para recomendagio

em analise de rotina.
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4 AVALIACAO DO EFEITO ANTAGONICO DE Penicillium aurantiogriseum A
Diaporthe phaseolorum {.sp. meridionalis “IN VITRO".

RESUMO

O antagonismo de Penicillium aurantiogriseum em relagio a Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis, agente do cancro da haste da soja, foi testado in vitro”, onde se
utilizou a técnica de culturas pareadas e sobreposigdo em meio BDA, sob diferentes temperaturas
(15°C, 20°C, 25°C e 30°C) e em escuro continuo. A sensibilidade de Diaporthe phaseolorum f.
sp. meridionalis pdde ser verificada apos 72 horas de incubagio. Penicillium aurantiogriseum
mostrou-se promissor como agente biocontrolador, inibindo o crescimento micelial do referido
patdgeno, tendo apresentado um melhor desempenho as temperaturas de 25°C e 20°C. Dentro do
periodo avaliado foi verificada em volta da colénia do antagonista, a presenga de um halo de

pigmentagio amarela sobre o meio de cultura, em todas as temperaturas exceto a 15°C.
SUMMARY

EVALUATION OF THE ANTAGONIC PROPERTY OF Penicillium aurantiogriseum
TO Diaporthe phaseolorum {. sp. meridionalis, IN VITRO.

According to earlier studies, Penicillium aurantiogriseum was demonstrated to
show antagonic properties to several fungi, in vitro conditions. In the present work, the antagonic
effect of such Penicillium species to Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, was evaluated
on PDA medium, at four incubation temperatures, 15, 20, 25 and 30°C, using two techniques. In

all conditions considered in this study Penicillium aurantiogriseum showed to be antagonic to
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Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, the effect was variable between the extreme

temperatures but it was stronger at 25°C.

4.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) tem apresentado
uma grande expansio em areas cultivadas, em decorréncia da intensificagio de 4&reas
tradicionais, e abertura de novos campos de cultivo. De certa forma isto tem acarretado
problemas, principalmente relacionados a qualidade de sementes. Devido ao fato destas ndo
receberem os cuidados fitossanitarios necessirios visando o controle de patogenos a elas
associados, constata-se que muitas doengas transmitidas ou transportadas por esta via tém sido
disseminadas entre as regides de cultivo.

Dentre estas doencas encontra-se o cancro da haste, cujo agente causal é o fungo
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (anamorfo = Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis)
que, uma vez encontrando condigdes climdticas favoraveis (alta umidade) pode ocasionar perdas
parciais ou totais na lavoura (Yorinori, 1990).

Embora a sua transmissdo via semente tenha sido considerada baixa (Sinclair e
Backman, 1989; Yorinori, 1990; Garrido, 1994), esta apresenta um papel importante como fonte
de inéculo, considerando disseminag&o a longas distancias (Yorinori, 1990).

A sevenidade dos danos e as condigSes climaticas favoraveis, tomam o cancro da
haste uma séria ameaga a cultura da soja. O controle da doenga tem-se baseado em adogdes de
praticas agricolas, resisténcia varietal e aplicagGes de defensivos agricolas.

Henning, Krzyzanowisk e Franga Neto (1991) e Yorinori et al. (1993) enfatizam a
necessidade do tratamento de sementes como uma pratica preventiva fundamental, para evitar a
disseminagdo do patdgeno.

Além do controle quimico via semente, o controle biolégico tem-se mostrado
como uma op¢ao para minimizar os danos causados por muitas doengas.

Sob este aspecto, o presente estudo teve por objetivo verificar a agfio antagdnica
do fungo Penicillium aurantiogriseum a Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, uma vez que

por citagdes de literatura (Machado e Langerak, 1993) e por comunicago pessoal (Langerak e
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Machado), tal espécie de Penicillium tem-se apresentado como um antagonista de elevado efeito

sobre varios outros patégenos de outras culturas.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal de Lavras, no periodo de margo a maio
de 1995.

4.2.1 Obtenciio e preparo dos isolados em estudo.

O isolado de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis foi obtido de haste de soja
cultivar FT - Cristalina com sintomas do cancro da haste, proveniente de Presidente Olegario -
MG, safra 1993/94. Para a comprovagiio da identidade do patégeno, o mesmo foi obtido e
multiplicado em cultura pura em meio BDA e inoculado em plantas de soja suscetivel, conforme
técnica descrita por Yorinori (1991). O isolado de Penicillium aurantiogriseum foi obtido junto a
micoteca do laboratdrio de Patologia de Sementes do Departamento de Fitossanidade da UFLA,
sendo o mesmo cultivado ¢ multiplicado em meio BDA da mesma forma que Diaporthe

phaseolorum f. sp. meridionalis.

4.2.2 Avaliagiio do efeito antagonista “in vitro”.

Ensaio 1.

Para este estudo utilizou-se a técnica de parecamento e de sobreposico de cultura
em meio agar (Machado e Langerak, 1993).

Discos de 5 mm de didmetro de meio BDA contendo micélio de Diaporthe
Pphaseolorum f. sp. meridionalis foram removidos da periferia de colonias de 7 dias de idade e
transferidos para a superficie do meio BDA em placa de petri, sendo colocado em cada placa um
disco a distincia de 3 cm da posigdo central. Um disco de 5 mm de didmetro de papel de filtro
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umedecido em suspensao conidial de Penicillium aurantiogriseum obtida através da raspagem da
coldnia com pincel e com adigdo de solugdo de Tween 80 a 0,01 %, foi transferido para a posi¢ao
central da placa. A sobreposigdo de discos de agar e de papel de filtro contendo inéculo de ambos
os fungos foi realizada dentro da mesma placa, sendo posicionados conforme indicado na
Figura 5, sendo que o disco de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis sobrepds o disco de

Penicillium aurantiogriseum.

O Disporthe phsseolorum . sp. meridionslis

© Fenicitlivm sursotiogriseum

FIGURA 5. Modelo do método de pareamento e de sobreposicio de discos de agar e papel de
filtro. UFLA - Lavras, 1995.

A testemunha foi representada pelo crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis sem a presenga do antagonista.

A incubagdo das placas de petri foi realizada sob 4 diferentes temperaturas, 15°C,
20°C, 25°C e 30°C e em regime de escuro continuo.

A avaliagdo foi realizada apds 3 dias de incubagfio, consistindo na medi¢do do
crescimento micelial das colénias formadas por ambos os microorganismos, € com estes dados
determinou-se a porcentagem de inibigio e medi¢do do crescimento micelial das colénias

sobrepostas.
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O delinecamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 4 tratamentos
de temperatura com 7 repetigdes, perfazendo um total de 28 parcelas, sendo cada parcela
representada por uma placa de petri. Os dados obtidos foram transformados em log(x + 10) e

submetidos a analise de variancia.
Ensaio 2.

Neste ensaio empregou-se também a técnica de pareamento de culturas conforme
descrito no ensaio 1, excegdo feita ao inicio da incubacdo, que foi diferenciado para ambos os
0rganismos.

Inicialmente, discos de papel de filtro de 5 mm de didmetro, esterilizados e
umedecidos com suspensdo conidial de Penicillium aurantiogriseum, foram transferidos para
pontos a 3 cm do ponto central da placa, sendo as mesmas incubadas sob 4 diferentes
temperaturas, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C e em regime de escuro continuo. Apos 72 h de incubagio,
foram transferidos para estas placas discos de 5 mm de didmetro de meio contendo micélio de
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis para pontos opostos aos do Penicillium
aurantiogriseum, sendo as placas incubadas nas mesmas condi¢es descritas no ensaio 1.

A testemunha foi representada pelo crescimento de Diaporthe phaseolorum f, sp.
meridionalis sem a presenga do antagonista, no mesmo periodo e condi¢des de incubagdo. A
avaliagdo foi realizada trés dias apés o pareamento, consistindo na medicio do didmetro do
crescimento micelial das colonias formadas por Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, e

com estes dados determinou-se a porcentagem de redugfo do crescimento, através da férmula:

RC% = -T2, 100 onde,

RC = porcentagem de redugdo de crescimento
T = Testemunha
TR = Tratamento
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TABELA 10. Didmetro médio da coldnia de Penicillium aurantiogriseum em sistema de
sobreposi¢io com Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, sobre meio BDA.
UFLA - Lavras, 1995.

TEMPERATURA (°C) Diametro da Coldnia' - P. a.2 (mm)
25 1847a
20 16.63 b
15 14.10 ¢
30 11.44d
MEDIA 15.16
C.V% 4.01
""Média de 7 repetigdes.

! D11 L
¥ Penicillium aurantiogriseum.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ensaio 2.

Neste ensaio observou-se um efeito significativo do isolado de Penicillium
aurantiogriseum, quando inoculado “in vitro” com 72 h de antecedéncia ao patégeno
(Tabela 11), verificando-se que nas temperaturas de 25°C e 20°C houve uma maior porcentagem

de inibi¢do do crescimento micelial de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

TABELA 11. Redugio do crescimento micelial (RC) de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis por Penicillium aurantiogriseum com 72 horas de crescimento em
culturas pareadas em meio BDA em diferentes condigdes de incubagdo. UFLA -

Lavras, 1995.
TEMPERATURA (°C) Reducdo de Crescimento (%) !
25 66.00> a
20 62.80 a
30 56.00 b
15 00.00 ¢
MEDIA 46.20
C.V% 8.04
" Porcentagem de inibigo apés 72 h de pareamento.
¥Meédiade 5 repetigdes.

Meédias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Os resultados obtidos nesta etapa foram semelhantes aqueles anteriores, quando o
plaqueamento do agente antagdnico e patogeno foi simultineo, sendo observada uma maior
magnitude dos resultados, em fun¢@o de uma possivel agio preventiva do agente antagdnico.

O crescimento do patogeno cessou apés a proximidade do contato com o
antagonista, a zona de demarcagdio cormrespondente a drea proxima ao encontro dos dois
organismos pareados foi bem caracterizada, assim como a pigmentagio amarela produzida pelo
antagonista no meio de cultura, exceto na temperatura de 15°C. Ndo foi verificada interagio
fisica entre os fungos em culturas pareadas, porém observaram-se alteragdes quanto as
caracteristicas de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, apresentando variag@o na coloragio
das hifas proximas a zona de demarcagio.

Na Tabela 12 verifica-se a mesma tendéncia no desenvolvimento da colénia de
Penicillium aurantiogriseum ocorrida anteriormente, por ocasido do plaqueamento simultineo a

Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

TABELA 12. Didgmetro médio (mm) do crescimento micelial de Penicillium aurantiogriseum em
diferentes temperaturas, em culturas pareadas com Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, em meio BDA, plaqueadas com 72 h de antecedéncia ao pareamento.
UFLA - Lavras, 1995.

TEMPERATURA (%) Didmetro médio (mm)'
20 29.10%a
25 29.00 a
15 23.00 b
30 17.40 ¢
MEDIA 24.63
CV% 2.25

" Didmetro médio apés 72 h de pareamento.

¥ Média de 5 repetigoes.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A inibicdo do patogeno produzida pelo antagonista sobre meio agar,
provavelmente tenha sido em fungio da difusio de alguma substincia inibitéria, caracterizando o

processo de antibiose, que foi favorecido ou melhor visualizado entre temperatura média a alta.
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Resultados semelhantes aos apresentados pelo presente trabalho foram encontrados por Machado
e Langerak (1993), ao estudarem as propriedades de Penicillium spp. “in vitro”, onde verificaram
seus efeitos antagdnicos a determinados patogenos e retrataram que a constituigdo do indculo,
doses aplicadas e temperatura, influenciam na resposta da interagdo entre os microorganismos.

Segundo Cochrane (1958); Edgington et al. (1971); Lima et al. (1975); Minussi,
Bredemeier e Weber (1979) existem restrigdes quanto ao método de avaliagdo ao
desenvolvimento fingico através do crescimento linear sobre agar, contudo, este ¢ um dos mais
comumente empregados para este tipo de estudo por ser menos laborioso.

Os resultados obtidos com o emprego de Penicillium aurantiogriseum em relagio
a sua capacidade antagdnica a Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, de maneira
generalizada mostraram-se promissores no biocontrole do agente do cancro da haste da soja “in
vitro”. Entretanto, Fravel (1988); Luz (1991); Machado e Langerak (1993) relatam que varios
fatores ambientais como textura do solo, nutrientes, pH, temperatura, composigiio da microflora
entre outros, podem influenciar a atividade de um antagonista no campo.

Com base nos resultados analisados e em fungdo da escassez de informagdes em
literatura em relagdo ao controle biolégico de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis através
da agdo de Penicillium aurantiogriseum, sugere-se que trabalhos posteriores sejam desenvolvidos
no intuito de obter maiores informagées a respeito desta associagdo. Isolamento e caracterizagio
do composto metabélito téxico envolvido, mecanismos de agdo desse(s) composto(s) em relagdo

a0 patdgeno, tecnologia de formulagdo, sio alguns dos aspectos a serem investigados.

4.4 CONCLUSOES

Penicillium aurantiogriseum apresenta-se como agente promissor no biocontrole
de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis;

A temperatura de 25°C propiciou uma maior redugio do crescimento micelial de
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis pelo agente antagonico,

A agdo antagbnica de Penicillium aurantiogriseum ficou mais evidenciada quando

0 mesmo jé se encontrava estabelecido no substrato (BDA).
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5 SENSIBILIDADE “IN VITRO”, DE Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis AO
FUNGICIDA THIRAM EM COMBINACAO COM Penicillium aurantiogriseum.

RESUMO

O trabalho constou de avaliagdes “in vitro” do crescimento micelial de Diaporthe
Phaseolorum f. sp. meridionalis na presenca do antagonista Penicillium aurantiogriseum em
meio BDA, contendo diferentes concentragSes de thiram e sob duas temperaturas 20°C e 25°C de
incubagdo. Houve uma diferenca significativa entre os tratamentos aplicados, havendo em todos
uma inibi¢do do crescimento micelial. Em ambas as temperaturas, todas as dosagens de thiram
apresentaram efeito redutor sobre o crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis,
entretanto, foi verificado que na temperatura de 25°C e no meio contendo thiram na dose de

20 ppm, a ago do antagonista apresentou-se de modo geral mais eficiente.
SUMMARY

SENSIBILITY IN VITRO OF Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis TO THE
COMBINATION OF THIRAM WITH Penicillium aurantiogriseum.

Basing on the results of earlier studies in which Penicillium aurantiogriseum had
shown antagonistic properties to Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis in vitro, growth of
this pathogen was evaluated, in this work, on PDA medium containing thiram at different
concentrations and in the presence of Penicillium aurantiogriseun under different incubation
conditions. Both, thiram and the antagonist, caused reduction of the mycelial growth of

Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis in all treatments. The effect of both agents, was
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higher when they come toghether at 25°C on medium containing thiram at concentrations over

20 ppm.

5.1 INTRODUCAO

O cancro da haste, causado por Diaporthe phaseolorum f, sp. meridionalis
(Morgan-Jones), ¢ atualmente uma das mais sérias doengas da cultura da soja, podendo ocasionar
sérias perdas econdmicas nas areas de cultivo, sob condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento,
devido & morte prematura de plantas (Yorinori, 1990).

O patégeno pode sobreviver em restos culturais contaminados e em sementes, €
embora tenha sido constatada a baixa transmissio por meio desta (Sinclair ¢ Backman, 1989;
Garrido, 1994) o seu papel como fonte de inéculo, considerando disseminagdo a longas
distdncias, introduzindo o patégeno ou novas ragas em areas indenes € muito importante.

Entre as estratégias de controle da referida doenca, estio o uso de cultivares
resistentes, praticas agricolas adequadas como a rotacdo de culturas e, o uso de sementes livres
do patégeno. O tratamento de sementes como uma pratica preventiva ¢ fundamental, para evitar
a disseminag@o do patégeno, sendo enfatizada por diversos autores como Henning, Krzyzanowisk
e Franga Neto (1991), Yorinori et al. (1993).

Além do controle quimico via semente, o controle biolégico para inumeros casos
tem se mostrado como uma opgdo promissora para minimizar os danos causados por inumeras
doengas de modo geral.

De grande importéncia ja conhecida na literatura ¢ a possibilidade de combinar o
tratamento quimico e bioldgico no controle de alguns patégenos. Tal estratégia tem sido
investigada na tentativa de reduzir o uso de defensivos quimicos. Especificamente para o caso de
thiram e Penicillium aurantiogriseum, a combinagéo dos mesmos tem sido considerada como
efetiva no controle de alguns fungos de importincia como Colletotrichum gossypii e algumas
espécies de Alternaria em brassicas e cenoura (Machado e Langerak, comunicagio pessoal). A

combinagdo desses principios, quando possivel, ¢ vantajosa sob varios aspectos.
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O presente trabalho teve por objetivo verificar o efeito combinado de Penicillium
aurantiogriseum ¢ do fungicida thiram, “in vitro”, sobre o crescimento micelial de Diaporthe

Phaseolorum f. sp. meridionalis.
5.2 MATERIAL E METODOS

O isolado de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis utilizado neste trabalho
foi proveniente de haste de soja cultivar FT Cristalina e coletada na regido de Presidente
Olegirio, MG. As culturas puras utilizadas foram obtidas em meio BDA com incubagdo por 7
dias a 25(+2)°C sob fotoperiodo de 12 horas, empregando-se luz NUV, fornecida por lampadas
SILVANIA F30 colocadas a 40 cm acima das placas de petri.

O isolado de Penicillium aurantiogriseum codificado como P114, foi obtido na
micoteca do Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento de Fitossanidade da
Universidade Federal de Lavras, sendo cultivado e multiplicado nas mesmas condigbes de
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

Para realizagdo deste estudo empregou-se o0 meio de cultura BDA, ao qual apés
esterilizagdo e a temperatura 45°C, foi incorporado o fungicida thiram (p6 seco com 70% de
ingrediente ativo) em diferentes concentragges (5, 10, 20, 40 e 80 ppm). A cada placa de petri de
90 mm de didmetro adicionou-se o volume de 15 ml do meio.

Para avaliar o efeito antagénico utilizou-se a técnica de culturas pareadas onde um
disco de meio dgar de 5 mm de didmetro contendo micélio de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, retirado da periferia da colonia em crescimento, foi transferido para a superficie do
meio a uma distdncia de 3 cm da posigio central. Na posicdo diametralmente oposta foi
depositado um disco de papel de filtro de 5 mm de didmetro saturado com suspensdo conidial de
Penicillium aurantiogriseum. A testemunha foi representada pelo crescimento de Diaporthe
Pphaseolorum f. sp. meridionalis sem a presenga do antagonista e do fungicida.

A incubagio foi realizada em condigdes de temperatura de 20(+2)°C e 25(2)°C
sob escuro continuo. A avaliagdo foi realizada apos 6 dias da incubagdo do ensaio, considerando-
s¢ a area de achatamento da coldnia do patogeno, tendo como referéncia a colénia da
testemunha.
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O delincamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 5 com um tratamento adicional , sendo 2 tratamentos (Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis + Penicillium aurantiogriseum) e 5
niveis de concentragdes do fungicida thiram (5, 10, 20, 40 e 80 ppm) e tratamento adicional

Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis x Penicillium aurantiogriseum, com 4 repeti¢des. Os

dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, apos transformagfio para vx + 1.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados expressos na Tabela 13 verifica-se que houve diferenga
significativa entre todos os tratamentos. Isto indica que tanto a a¢do isolada de Penicillium
aurantiogriseum, como de thiram e a combinagio de ambos exerceram um efeito pronunciado
sobre o crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis. O efeito repressor foi tanto
mais pronunciado no tratamento em que se combinou o antagonista com thiram, indicando

claramente neste caso, um efeito sinérgico do tratamento (Figura 6).

TABELA 13. Porcentagem média de redugdo de crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, na presenga de Penicillium aurantiogriseum e em meio BDA
contendo fungicida thiram. UFLA - Lavras, 1995.*

Porcentagem de redugiio do crescimento micelial

Tratamentos 20(2)°C 25(¥2)°C
DPM'+P114*+TH® 9145a 93,10 a
DPM+THIRAM 81,75b 85,70 b
DPM+P114 71,00 ¢ 77.50 ¢
Média Geral 81,40 85,43
CV.% 2,19 2,13

* Avaliagio realizada apos 144 horas de incubaggo (6 dias).

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

v, Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis

¥ _ Penicillium aurantiogriseum

¥ . fungicida thiram
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) do crescimento micelial

(Diaporthe

phaseolorum f. sp. meridionalis e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis + Penicillium

aurantiogriseum), concentragdes de thiram e na

(Tabela 14),

interagdo tratamentos x concentragoes

Na temperatura de 20(+2)°C para a interagdo Diaporthe phaseolorum f. Sp.

meridionalis x concentragdes de thiram, verificou-

se que a dosagem de 20 ppm apresentou uma

maior redugdo do crescimento micelial em relagdo a 10 e 5 ppm e, para a interagdo Diaporthe

phaseolorum f. sp. meridionalis + Penicillium aurantiogriseum X concentragdes nio houve

diferenca estatistica entre as trés concentragdes, sendo que todas apresentaram efeito redutor

sobre Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Figura 7).
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TABELA 14. Porcentagem de redugdo de crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, na presenga de Penicillium aurantiogriseum em meio BDA e em

diferentes concentragdes de thiram. UFLA - Lavras, 1995 *

Concentragdes 20 (£2)°C 25 (£2)°C

de i. a. (ppm) DPM' DPM+P114? DPM DPM+P114
5 57,50d B 83,75¢ A 64,50 ¢ B 87.23b A
10 69,50c B 8425¢ A 72,50b B 85,00b A
20 88,50b A 91,75b A 9450a A 95252 A
40 93,25 ab A 97,50 ab A 97,002 A 98,002 A
80 100,002 A 100,002 A 100,002 A 100,00a A
Meédia Geral 81,68 91,45 85,66 93,08
CV.% 3,50 3,50 3,60 3,60

* Avaliagio realizada apos 144 horas de incubagdo (6 dias).

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maiuscula nas linhas, para cada
temperatura indicada, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

" Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis

Y. Penicillium aurantiogriseum
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FIGURA 7. Redugdo (%) do crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis “in

vitro”, por Penicillium aurantiogriseum e thiram a 20(%2)°C. UFLA - Lavras, 1995.
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Por sua vez na temperatura de 25 (¥2)°C para a interagdo Diaporthe phaseolorum f.
sp. meridionalis x concentragdes de thiram e para Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis +
Penicillium aurantiogriseum x concentragoes, a dosagem de 20 ppm apresentou-se mais efetiva
que a dosagem de 10 e 5 ppm considerando-se que neste caso, ndo havendo diferenca estatistica
em relagdo as concentragdes mais altas, a mesma seja mais conveniente do ponto de vista de
reducdo do uso deste tipo de defensivo. embora todas tenham apresentado efeito de redugdo

sobre o crescimento micelial de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Figura 8).
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DPM - Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
P114 - Penicillium aurantiogriseum

FIGURA 8. Redugdo (%) do crescimento de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis “in

Vitro”, por Penicillium aurantiogriseum e thiram a 25(£2)°C. UFLA - Lavras, 1995.

Os resultados encontrados neste trabalho de certa forma concordam com a citagido

de Richardson (1973), o qual observou a sobrevivéncia de Penicillium sp. na preseng¢a de thiram

a 50 ppm.
Fravel (1988); Luz (1991); Machado e Langerak (1993) argumentam que nem

sempre existe uma relagdo entre os resultados “in vitro” e a atividade de biocontrole no campo,
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pelo fato de que outros fatores podem influenciar seu comportamento como textura do solo,
nutrientes, pH, temperatura, composi¢io de microflora, etc.; desta forma , os resultados obtidos
neste estudo apontam a necessidade de executar novos ensaios em laboratdrio, casa de vegetagdo
e a campo em diferentes regides, para que se possa obter resposta de um efetivo controle deste

patégeno em sementes.
5.4 CONCLUSOES

Houve um efeito sinérgico entre o fungicida thiram e o agente antagdnico
Penicillium aurantiogriseum na inibi¢io do crescimento micelial de Diaporthe phaseolorum f.
sp. meridionalis “in vitro™;

A dosagem de 20 ppm de thiram representou melhor a interagdo entre os agentes

quimico e bioldgico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante da importancia da utilizacdio de semente de boa qualidade como insumo
basico na produgdo agricola, ¢ de vital importincia levar em consideragdo o conhecimento de sua
microflora, visto esta poder interferir na produtividade da cultura.

Sob este aspecto, procurou-se maiores informagGes com respeito ao fungo
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, agente causal do cancro da haste da soja e também
componente do complexo fingico responsével pela biodeterioragdo de sementes,

Os resultados observados neste estudo ratificam os relatos de Yorinori (1991),
com respeito a dificuldade de detecgdio e diferenciagéio do referido patogeno através do teste de
papel de filtro, assim como, evidencia a influéncia do herbicida 2,4-D utilizado no teste de
sanidade sobre o desenvolvimento micelial de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis em
concentragdes acima de 5 ppm. A recuperagdo deste agente da semente foi possivel, contudo, foi
baixa comparada as demais espécies do complexo fingico, confirmando citagdes de Kmetz,
Schmittenner e Ellett (1978); McGee (1983); Kulik e Sinclair (1989); Schmithenner (1989).

A sua diferenciagdio através do método de agar em placa foi possivel ao utilizar o
meio BDA acidificado, sendo que resultados semelhantes foram observados por McGee e Biddle
(1987), entretanto, a sua aplicagio em analise de rotina de certa forma ndo ¢ vidvel, visto
necessitar de uma série de exigéncias de ordem material e humana, contrariando requisitos
basicos em patologia de sementes na escolha de um teste de sanidade, que ¢ entre outros, a
sensibilidade e rapidez. Contudo, esta metodologia podera softer alteragdes que favoregam a sua
aplicabilidade, como exemplo, a adigdo de produto seletivo e/ou inibidor de outros agentes que
possam interferir na identificagiio de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis. Sob 0 aspecto
de pesquisa cientifica a sua utilizagsio ainda constitui uma ferramenta util.

Considerando o aspecto de sementes artificialmente inoculadas para estudos de

patologia, verificou-se que o processo de inoculagio utilizado ¢ eficiente, havendo
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proporcionalidade do percentual de infecgiio ao tempo de exposicdo das sementes a coldnia
fungica. Através do teste de incubagdo em papel de filtro pode-se observar que, em sementes
artificialmente inoculadas com Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis e com Phomopsis sp.,
as caracteristicas predominantes foram de Phomopsis sp., inferindo-se desta forma, que algum
fator ou mecanismo seja ele bioquimico, de competicio ou outros, interfere na expressdo dos
sintomas do agente do cancro sobre a semente infectada.

Diante do estabelecimento do agente do cancro da haste em diversas areas de
cultivo da soja, faz-se necessaria entre outras medidas, a utilizagdo do tratamento quimico de
sementes (Henning, Krzyzanowisk e Franga Neto, 1991) para evitar a sua disseminagio para
novas regides, eliminando o patégeno, protegendo tanto as sementes quanto as plantulas.
Entretanto, a continua utilizagio de produtos quimicos isoladamente apresenta alguns
inconvenientes, entre eles, o desequilibrio ecoldgico e surgimento de resisténcia de patégenos.

Entre as alternativas para o combate de doengas, encontra-se o controle biologico,
¢ os resultados encontrados através do presente estudo mostraram que a utilizag@io de Penicillium
aurantiogriseum como agente biocontrolador de Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis “in
Vitro”, assim como a sua combinagio com o fungicida thiram é vidvel, para tanto, estudos

complementares devem ser delineados na busca de respostas positivas “in vivo™.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

HENNING, A.A.; KRZYZANOWISK, F. C.; FRANCA NETO, J.B. Eficicia do tratamento de
sementes de soja com fungicidas no controle dos principais fungos fitopatogénicos
transmitidos pela semente. Informativo ABRATES, v.1, n4, p.68, set. 1991,

KEMTZ, K.T.; SCHMITTHENNER, A F.; ELLETT, C.W. Soybean seed decay: Prevalence of
infection and sympton expression caused by Phomopsis sp.; Diaporthe phaseolorum var.
sojae, and Diaporthe phaseolorum var. caulivora. Phytopathology, St. Paul, v.68, p.836-
840, June 1978.

KULIK, M.M.; SINCLAIR, J.B. Phomopsis seed decay. In: SINCLAIR, J.B.; BACKMAN, P.A.
(eds.). Compendium of soybean diseases. 3.ed. St. Paul: The American Phythopathological
Society, 1989. p.80.

McGEE, D.C. Epidemiology of soybean seed decay by Phomopsis and Diaporthe spp. Seed
Science and Technology, Zurich, v.11, p.719-729, 1983.



76

McGEE, D.C. ; BIDDLE, J.A. Seedborne Diaporthe phaseolorum var. caulivora in lowa and its
relationship to soybean stem canker in the southern United States. Plant Disease, St. Paul,
v.71, n.1, p.620-622, 1987.

SCHMITTHENNER, A.F. Pod and stem blight and Phomopsis seed decay. In: SINCLAIR, J.B.;
BACKMAN, P.A. (eds.). Compendium of soybean diseases. 3.ed. St. Paul: The American
Phytopathological Society, 1989. p.38-41.

YORINORYI, J.T. Detecgdo do agente causador do cancro da haste em sementes de soja. In:
MENTEN, JOM. (ed). Patégenos em sementes: deteccio, danos e controle quimico.
Piracicaba: ESALQ/FEALQ, 1991. p.109-113. (Anais da 2° Semana de Atualizagdo em
Patologia de Sementes, Piracicaba, 1991).





