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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar o estadio fenoldgico mais indicado, na
cultura da soja, para inoculagdo de Sclerotinia sclerotiorum, bem como comparar diferentes
métodos de inoculacdo, visando a identificacdo de cultivares de soja resistentes ao patdogeno.
Dessa maneira, 20 cultivares do Banco de Germoplasma de Soja da UFLA foram inoculadas
com o isolado UFLA 24 em quatro experimentos distintos. Foram trés experimentos utilizando
o método straw test: inoculagdo estadio V3, avaliacao pelo comprimento da lesdo trés dias apos
inoculagdo; inoculagdo estadio R1, avaliagao pelo comprimento da lesdao sete dias apds a
inoculacdo; inoculagdo estadio R1, avaliacdo por meio de escala de notas sete dias apds a
inoculagdo. Para esses trés experimentos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizados
com cinco repeticdes. O quarto experimento foi empregado o método da folha destacada,
inoculagdo no estadio V2, avaliacdo por meio de escala de notas, 72 horas apods a inoculagao.
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizados com trés repeti¢des. A partir dos dados
obtidos foram realizadas as analises de variancia e as médias dos quatro experimentos foram
comparadas. Foram utilizados um indice de coincidéncia e a correlacdo de Spearman para a
comparacao da classificacao das cultivares frente aos quatro experimentos. Constatou-se que
em relacdo as médias para os quatro experimentos, a cultivar EMGOPA 315 foi classificada
como mais resistente ao passo que a cultivar TMG123RR foi a mais suscetivel. Foi observada
correlagdo mediana e significativa entre 0 método da folha destacada com o método do straw
test em R1, independente da estratégia de avaliacdo (comprimento da lesdo ou escala de notas)
e também entre os experimentos inoculados em R1. O indice de coincidéncia indicou que,
quando ¢ adotado o comprimento da lesdo como estratégia de avaliacdo, tanto inocular em
estddio V3 como em RI1 confere a mesma reagdo ao patdgeno, no caso das cultivares
consideradas resistentes.

Palavras-chave: Mofo branco, straw test, folha destacada.
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1- Introducao

Mofo branco ¢ uma doenca causada por um fungo ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, que pode devastar varias culturas, dentre elas a soja. Em soja, a doenga ¢ também
chamada de podridao branca da haste e causa danos significativos na produgao e qualidade dos
graos. Em condicdes favoraveis, como umidade elevada e temperaturas amenas, podem ocorrer
perdas na producdo em até 70%. Estima-se que cerca de 23% da area de produgdo de soja
brasileira esteja infestada pelo patégeno, compondo aproximadamente 7,7 milhdes de hectares
que necessitam da adogao de medidas integradas de controle da doenca (MEYER et al., 2016).

O patdgeno produz estruturas de resisténcia denominadas de esclerddios, que podem
sobreviver no solo por um periodo superior a cinco anos (STEADMAN; BOLAND, 2005). A
doencga nos campos de soja ¢ causada por ascosporos que primeiro infectam partes delicadas da
planta, como a pétala de flor. Os sintomas tipicos de plantas doentes incluem folhas necroticas,
lesdes branqueadas nos caules e vagens, crescimento micelial de aspecto cotonoso e presenga
de esclerodios negros nas folhas, caules e vagens (CHEN e WANG, 2005).

Irrigagdo, espagamento estreito de plantas, florescimento precoce e vegetacao densa
contribuem para o desenvolvimento e disseminacao do patégeno (BOLAND e HALL, 1987;
KIM e DIERS, 2000). O controle da doenga por meios quimicos tem se mostrado dificil, pois
exige diversos tratamentos preventivos e sistémicos (MUELLER et al., 2004). Além disso, o
controle por meio de abordagens quimicas tem o risco adicional de ocorrer a pressdo de selecao
da doenca e assim selecionar patdgenos resistentes aos produtos quimicos presentes no
mercado, onerando os custos de producao, pois as aplicagdes e o preco dos produtos eficientes
se elevam.

No entanto, o progresso no desenvolvimento de cultivares resistentes como alternativa
de controle ¢ muito lento ou inexistente. Isto ocorre devido a natureza quantitativa da resisténcia
(KIM e DIERS, 2000; ARAHANA et al., 2001; PELTIER et al., 2012) e também a incerteza
em alcancar a pressdo do patdogeno necessaria durante as avaliagdes de campo dos gendtipos
em teste. Dessa maneira, encontrar novas fontes de resisténcia para mofo branco exigem
técnicas confidaveis de inoculagdo e avaliagao sob condi¢des controladas.

Vérios métodos foram desenvolvidos para avaliar a resisténcia de genotipos de soja a S.
sclerotiorum em laboratdrios ou casas de vegetagdo. Entre os métodos disponiveis, os mais
comuns sdo técnicas de inoculagdo que utilizam um disco de BDA (Batata-Dextrose-Agar) com
micélio em diferentes tecidos vegetais. Podem ser inoculadas folhas destacadas (WEGULO et

al.,, 1998; KULL et al., 2003; VUONG et al.,2004; HULLER et al., 2016), caules sem



ferimentos (GARCIA e JULIATTI, 2012; HULLER et al., 2016) ¢ caules com ferimentos -
straw test (TERAN et al., 2006; CASTRO et al., 2016; MCCAGHEY et al., 2017).

Para enfatizar a importancia de avaliagdes sob condi¢des controladas, McCaghey e
equipe (2017) desenvolveram linhagens de soja resistentes ao mofo branco para serem
recomendadas como cultivares ou como fonte de resisténcia em programas de melhoramento.
Para isso, as sete linhagens elite desenvolvidas foram reavaliadas em casa de vegetacdo por
meio do método do straw test com multiplos isolados do patdégeno, afim de testar a durabilidade
da resisténcia fisioldgica dos gendtipos.

Muito embora existam diversos métodos de avaliacdo da resisténcia de soja a S.
sclerotiorum ¢ importante buscar alternativas que melhor represente a resposta das linhagens
ao patogeno. E interessante ainda, que esses métodos, além de eficientes sejam rapidos e de
simples execugdo para que possam ser utilizados em larga escala em programas de
melhoramento.

Logo, objetivou-se determinar o estadio fenoldgico mais indicado, na cultura da soja,
para inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum, bem como comparar diferentes métodos de

inoculagdo, visando a identificagao de cultivares de soja resistentes ao patogeno.



2- Referencial tedrico
2.1 Historico da soja no Brasil e sua importincia econémica

A soja (Glycine max (1.) Merrill) € uma espécie que se originou do continente asiatico,
sendo esta cultura cultivada a centenas de anos. O seu cultivo teve como principal regido o leste
da Asia e se espalhou pela china, sendo que a cultura era considerada a principal base da
alimentagdo. A soja em conjunto com outras espécies era considerada grao sagrado pela
populagdo local (EMBRAPA, 2019).

A domesticacao da cultura se deu em meados do século XI a.C., sendo que sua expansao
foi de maneira branda e assim chegando-se ao ocidente no século XV, momento em que as
grandes navegacdes europeias estavam em alta intensidade, facilitando a chegada da soja a
Europa. Somente no inicio do século XX que houve a chegada da cultura nas américas, sendo
que o primeiro local de introdugao foi os Estados Unidos, onde os pesquisadores observaram a
qualidade do grao ali produzido, sendo que possuia um teor de 6leo e proteina elevado
(APROSOIJA, 2019).

O advento da soja no territorio brasileiro se deu em 1882, quando Gustavo D’Utra
iniciou-se experimentos com a cultura. Porém, segundo relatos o ingresso principal se deu em
1901 via Estacdo Agropecuaria de Campinas, onde iniciou-se o cultivo de maneira intensiva e
assim distribuindo as sementes para produtores do estado de Sdo Paulo. Posteriormente a
cultura se encaminhou para a regido sul do pais, regido onde as as caracteristicas climaticas
eram semelhantes aquelas regides nos Estados Unidos onde era realizado o cultivo de soja, pois
as primeiras cultivares utilizadas eram adaptadas a estas condi¢des (APROSOIJA, 2019).

Devido as suas caracteristicas de ser uma cultura de dias curtos, a soja apresentou
obstaculos para se adaptar as regides localizadas no Brasil, pois a cultura estava adaptada a
latitudes superiores a 30° e caracteristicas encontradas em paises de clima temperado. Com
auxilio do melhoramento genético, foi possivel a iniciagdo da mesma nas diversas regioes do
Brasil, sendo que o centro-oeste se destacou devido a abertura das areas do Cerrado (ALMEIDA
et al., 1999).

Depois do sucesso do avango as diversas regioes do Brasil, foi possivel aumentar ainda
mais as areas de produ¢ao da cultura no Brasil, sendo que hoje as regides em que mais se avanga
com a cultura ¢ o norte e nordeste, tendo destaque para a fronteira agricola Matopiba, que
engloba os estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia. As condi¢des edafoclimaticas da
regido ¢ considerada ideal para o cultivo das cultivares que se tem para aquela latitude, porém

ainda existem dificuldades quanto ao escoamento da producao (FREITAS, 2011). Outra
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fronteira entdo explorada pelos sojicultores, ¢ a Sealba, onde estdo englobados os estados do
Sergipe, Alagoas e Bahia, sendo que além dos fatores edafoclimaticos as areas localizam-se
proximas de importantes areas portuarias e assim facilitando o escoamento para exportacao
(SOJA BRASIL, 2019).

A soja cultivada [Glycine max (L.) Merrill] (2n=40 cromossomos), pertence a familia
Fabaceae, divisio Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, sub-classe Rosidae e ordem Fabales
(CAPELLARI JR. et al., 1999). E uma planta autdgama, ou seja, reproduz-se por meio se
autofecundagao natural (ALLARD, 1960). A autofecundacao sucessiva leva a homozigose e
assim a cultivar ¢ representada por um genotipo homozigoto (SOUZA, 2001).

Seu ciclo de vida é anual ¢ é considerada como herbacea, ereta, de crescimento
morfologico determinado ou indeterminado. Possui, dentre outros caracteres, hastes e vagens
pubescentes. A altura, de acordo com a regiao de cultivo, varia de 0,3 a 2,0 metros, podendo
ser muito ou pouco ramificada. Dependendo da cultivar e condi¢des ambientais, o ciclo pode
variar de 80 a 200 dias (SEDIYAMA et al., 1985).

A espécie possui elevados teores de 6leo e proteina e também pode ser fonte de
vitaminas (tiamina e riboflavina) e minerais (calcio e ferro) (MEDINA, 1981). Por isso, a soja
¢ fundamental na alimentagdo humana e amplamente utilizada como fonte de proteina na
alimenta¢do animal. Além disso, novas possibilidades estio surgindo para o uso da planta, como
por exemplo o Biodiesel.

Atualmente o pais ocupa a segunda colocagdo em termos de producao e € o primeiro em
exportacdo mundial. A estimativa de produg¢do mundial da oleaginosa sera de 369,32 milhdes
de toneladas para a safra 2018/2019, sendo que a producdo obteve um ganho de 9,65% de
producdo o que resulta em 32,50 milhdes de toneladas a mais quando comparado 4 safra
passada, 2017/2018. (CONAB, 2019)

A éarea ocupada pela cultura da soja no Brasil estd estimada em 35,76 milhdes de
hectares na safra 2018/2019 e a produtividade esperada ¢ de 3.322 kg/ha. O maior produtor de
soja do Brasil ¢ o estado do Mato Grosso com uma area de 9,689 milhdes de hectares. A
estimativa de produgao de soja no Brasil ¢ de 118,800 milhdes de toneladas o que representa
uma reducdo de 0,4% em relagdo a safra anterior (CONAB,2019).

Como qualquer outra cultura, a soja possui diversos fatores capazes de reduzir a
produtividade. Esses fatores podem ser bidticos e abioticos. Estresses hidricos, excesso de

chuva, temperatura, fertilidade do solo sdo classificados como fatores abidticos, enquanto
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doengas, pragas, plantas daninhas. Dentro dos fatores bidticos estdo as doengas que sdo capazes
de ocasionar uma grande perda de produtividade na cultura (YORINORI, 2007).

Com a necessidade de acréscimo em produtividade, as condi¢des de sanidade presentes
em lavouras de soja vém sendo amplamente estudadas, pois a cada dia doengas se tornam mais
severas e selecionam resisténcia a multiplos produtos existentes no mercado. No mundo
existem inumeras doencas causadoras de danos a cultura, sendo elas fungicas, bacterianas e
viroticas (SINCLAIR et al., 1989).

A cultura da soja ¢ afetada por diferentes estresses bidticos, dentre eles o mofo-branco,
cujo agente etioldgico € o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary. A doenga tem se
destacado como uma das mais severas na cultura da soja pela dificuldade de controle do
patogeno (BOLTON et al., 2006).

2.2 Mofo branco

O mofo branco, doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary
encontra-se na Ordem: Helotiales, familia: Sclerotiniaceae. Trata-se de um fungo ascomiceto
que tem como hospedeiro diversas espécies de plantas cultivadas e também plantas daninhas
(KIMATT et al., 1997). A doenga ¢ capaz de causar perdas consideraveis de produtividade na
cultura e sua intensidade de lesdo pode causar danos em até 70% na produgdo caso o produtor
ndo tome medidas necessarias para redugdo da presenca do patdgeno em sua lavoura (MEYER,
2016).

A doenca nao trazia aos produtores e pesquisadores grande preocupagdo no inicio do
século XXI, pois a sua incidéncia era considerada baixa e assim as perdas na produ¢do nao era
significativas. Porém, terminada a safra 2003/2004 percebeu-se que o patdgeno expandiu para
uma area maior e passou a causar danos significativos (SILVA et al., 2009).

Nas safras atuais, esta sendo estimado que sua presenca em areas de producao esta em
cerca de 10 milhdes de hectares e assim cada dia mais avanca pela area de cultivo da cultura da
soja. A area infectada ¢ equivalente a 28% da area de cultivo no pais, tornando-se cada dia mais
um fator de extrema preocupag¢dao (MEYER, 2018).

O patogeno forma estruturas de resisténcia, conhecidas como esclerodios, que conferem
capacidade ao fungo de sobreviver por um longo periodo no solo (BOLTON et al, 2006). A
infeccdo tem como fase mais vulneravel o estadio reprodutivo, normalmente em floragao plena,
estadio R2, até o inicio de formagao das vagens, estddio R4 (KIMATI et al., 1997). A infec¢ao

normalmente ocorre inicialmente nas inflorescéncias da planta, que serve como substrato para
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0 patégeno, e posteriormente avanga para outras partes tais como hastes e peciolos (GRAU;
HARTMAN, 2015).

O patodgeno ¢ disseminado a curtas distancias pelo langamento da estrutura conhecida
como ascosporos. Em longas distancias o fungo se dissemina normalmente por meio do uso de
sementes infectadas, maquindrios sem limpeza apds acessar areas infectadas e pessoas que de
alguma forma transmite para outras areas que nao haviam a presenca do patdgeno, ampliando
assim sua presenca (BOTELHO et al., 2013).

As condigdes favoraveis a doenca sao dias chuvosos, temperaturas amenas e também
elevado adensamento das culturas. Os sintomas iniciais sdo caracterizados por manchas com
aparéncia aquosa e posteriormente aparecem micélios em forma de cotonoso branco. O micélio,
sob condigdes adversas, transforma-se em uma massa negra, esclerédio, que cai ao chdo para
perdurar na area até as condi¢des climaticas e o proximo hospedeiro estarem presentes na area
(KIMATI et al., 1997).

Uma das formas de controle estdo relacionadas a métodos culturais, tais como rotacao
de culturas com monocotiledoneas, utilizacao de plantas de cobertura nao hospedeira, controle
adequado de plantas daninhas, ja que muitas delas podem ser hospedeira do fungo (KIMATI et
al., 1997) O controle quimico também ¢ recomendado preventivamente e também no momento
em que ja houve infec¢do. O mais recomendado ¢ que se tenha uma rotagdo de modos de acao
dos fungicidas para que ndo haja uma pressao de selecdo de resistentes aos produtos presentes
no mercado (MEYER, 2018).

Apesar do controle disponivel aos produtores serem eficientes, o custo muitas vezes
torna-se elevado e algumas agdes sdo impossibilitadas pelas condi¢des presentes na area. Para
trazer uma redu¢do de custos e melhorar o controle do mofo branco, € necessario desenvolver
de genotipos resistentes. Porém, nao hé relatos de cultivares de soja resistentes a S. sclerotiorum
e o0 que se tem hoje sdo algumas diferengas de suscetibilidade entre as cultivares (GARCIA et
al., 2012).

Para a avaliacdo da resisténcia de cultivares de soja ao mofo branco, ¢ necessario ter
métodos de inoculacao do fungo que sejam eficientes e que representem as situacdes de cultivo
em campo.

2.3 Métodos de inoculagao

Diversas cultivares de soja ja foram expostos a inoculagdo com isolados de S.

sclerotiorum para avaliagdo da resisténcia sob condigdes de campo, casa-de-vegetacdo e

laboratorio, sendo observada a suscetibilidade ou resisténcia (BOLAND; HALL, 1987;
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WEGULO etal., 1998). As metodologias mais empregadas sdo inocula¢do com e sem ferimento
nas hastes ¢ inoculacao em folhas destacadas (JULIATTI et al., 2014).

O método folha destacada consiste na coleta dos trifélios das plantas em estadio V2,
momento em que se coleta o primeiro trifolio totalmente expandido € o mesmo ¢ levado para
laboratorio. Em laboratorio realiza-se a montagem do experimento, onde sdo colocados em
caixas gerbox contendo folha papel toalha umedecida em 4gua destilada estéril. O trifolio deve
ser borrifado com agua antes de ser realizada a inoculagdo. Apos isso recebe um disco de
micélio de 6 mm, com o isolado com 5 dias de vida. As placas de Petri contendo os isolados
sdo incubadas a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas para germinacdo miceliogénica até a
formagao de esclerddios. A obtengdo de discos de micélio para os ensaios serd sempre
proveniente de esclerodios. Com a inoculacao realizada, as caixas gerbox sdo incubadas a
temperatura de 20+ 2°C e com fotoperiodo de 12 horas durante 72 horas (BOLAND; HALL,
1987).

Findadas 72 horas apds a inoculagdo, os trifélios sdo avaliados conforme escala
diagramatica desenvolvida por Garcia (2008). A classificacdao vai de 0 - imune (auséncia da
doenca); 1- resistentes (0 a 11%); 2 - moderadamente resistentes (12 a 24%); 3 -
moderadamente suscetiveis (25 a 50%); 4 -suscetiveis (S > 50%).

Existem outras metodologias artificiais de avaliagdo por método direto. O straw test,
ou teste do canudo, ¢ o método mais simples de avaliacdo de resisténcia fisiologica dentro do
tecido do caule e eficiente para auxiliar na identificacdo, na caracterizacao e na sele¢ao de
genotipos resistentes ao mofo branco, sendo o mais utilizado nos programas de melhoramento
(SINGH; TERAN 2008).

Para o método straw test as plantas sdo inoculadas com a remocao do apice do caule
principal da planta e ¢ colocado uma ponteira de micropipeta contendo um disco de micélio. As
avaliagcdes sdo realizadas através da medida de uma régua graduada em comparacao ao
comprimento total do caule da planta ou através de escala de notas. A escala de notas conforme
a seguinte: 1 — plantas sem lesdo; 2 - lesdo pouco abaixo da ponteira; 3 - lesdo além da ponteira,
mas nao se prolonga para o primeiro no; 4 - lesdo que se estende para o primeiro n6 a partir da
ponteira; 5 — lesdao entre o primeiro e segundo nd a partir da ponteira; 6 - lesdo no segundo néd
a partir da ponteira; 7 - lesdo entre o segundo e o terceiro no6 a partir da ponteira; 8 - lesdo no
terceiro nd a partir da ponteira; e 9 - lesdo além do terceiro n6 a partir da ponteira (AUCLAIR

et al., 2004).
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3- Materiais e métodos
Local dos estudos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas
e casa de vegetacdo do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
no Estado de Minas Gerais, Brasil.
Tratamentos genéticos

Foram utilizadas 20 cultivares do Banco de Germoplasma de Soja da UFLA,
previamente classificadas como resistentes e suscetiveis de acordo com Garcia e Juliatti (2012).
Foram utilizadas dez cultivares com maior nivel de resisténcia e dez suscetiveis (Tabela 1).

As plantas foram cultivadas, em casa de vegetagdo, em vasos contendo solo misturado
com substrato, na propor¢do de 2:1 (duas partes de substrato para uma parte de material
contendo argila e areia).

Tabela 1- Cultivares de soja com maior nivel de resisténcia e suscetiveis a S. sclerotiorum

Cultivares' Origem Cultivares? Origem
1 Emgopa 316 Emater-GO 11 7166RSF IPRO GDM
2 Emgopa 315 Agéncia Rural 12 BRS 213 Embrapa
3 BRS Milena Embrapa 13 NS 7338 IPRO Nidera
4  BRSMG 790A Embrapa 14  BRSMG Garantia Embrapa
5 BRSMG 850GRR Embrapa 15 MG/BR 46 (Conquista) Embrapa
6  BRS Baliza RR Embrapa 16 BRS Silvania RR Embrapa
7  BRS Favorita RR Embrapa 17  M-SOY 8001 D&PL Brasil
8  BRSGO Luziania Embrapa 18  M-SOY 6101 D&PL Brasil
9  M-SOY 8000RR D&PL Brasil 19 M-SOY 8329 D&PL Brasil
10  BRSMG 68 (Vencedora) Embrapa 20 TMGI123RR TMG

! Cultivares resistentes (1 a 10); 2 Cultivares suscetiveis (11 a 20).

Delineamento experimental

Quatro experimentos foram realizados (um para cada método proposto de inoculacao e
avaliacdo) com 20 cultivares de soja cultivados em casa de vegetacdo. Os experimentos foram
conduzidos no delineamento inteiramente casualizados com cinco repeticdes para o método
straw test e trés repeticdes para o método folha destacada.
Isolado

O isolado de S. sclerotiorium utilizado foi o UFLA 24, para os quatro experimentos,
proveniente da micoteca do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas. Para obten¢do do

micélio, primeiramente, os esclerodios foram previamente desinfestados em alcool 50% e
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hipoclorito de sédio a 0,5% diluida em 4gua destilada estéril, nos tempos de 30 e 60 segundos,
respectivamente. Posteriormente, os esclerddios foram enxaguados em agua destilada estéril e
transferidos para placas de Petri contendo meio BDA. As placas de Petri foram incubadas a 22
+ 3°C e fotoperiodo de 12 horas para germinagao miceliogénica até a formagao de esclerddios.
Para a inoculagdo, foram utilizados discos de BDA com aproximadamente 6 mm de didmetro,
contendo micélios do fungo com cinco dias de idade.

Método straw test

Para este método foram conduzidos trés experimentos com inoculagdes em diferentes
estadios fenologicos e estratégias de avaliagdo. O primeiro, inoculado em V3 (segundo trifélio
totalmente expandido) e avaliado trés dias ap6s a inoculagdo por meio da propor¢do do
comprimento da lesdo no caule em comparagao com o comprimento total do caule (aferido com
régua graduada). O segundo, inoculado em R1 (inicio do florescimento) e avaliado sete dias
apos a inoculacdo, da mesma forma que o primeiro experimento. O terceiro, inoculado em R1
(inicio do florescimento) e avaliado sete dias apds a inoculacdo, por meio de uma escala de
notas: 1 —plantas sem lesdo; 2 - lesdo pouco abaixo da ponteira; 3 - lesdo além da ponteira, mas
ndo se prolonga para o primeiro no; 4 - lesao que se estende para o primeiro nd a partir da
ponteira; 5 — lesdo entre o primeiro e segundo no a partir da ponteira; 6 - lesdo no segundo no
a partir da ponteira; 7 - lesdo entre o segundo e o terceiro no6 a partir da ponteira; 8 - lesdo no
terceiro nd a partir da ponteira; e 9 - lesdo além do terceiro n6 a partir da ponteira (AUCLAIR
et al., 2004).

Foram inoculadas cinco plantas de cada cultivar até o estadio fenologico adequado a
cada experimento. O &pice do caule principal da planta foi removido e um disco de micélio foi
colocado no lugar com o auxilio de uma ponteira de micropipeta. As plantas inoculadas foram
mantidas em casa de vegetacao at¢ o momento das avaliagdes.

Método da folha destacada

O quarto experimento foi conduzido a partir dos trifélios das plantas em estadio V2
(primeiro trifolio totalmente expandido). Estes foram coletado e levado ao laboratério para
montagem do ensaio. O trif6lio foi colocado em caixas de gerbox contendo folha de papel toalha
umedecidas em agua destilada estéril. Antes da inoculagao, o trifolio foi borrifado com agua e
a seguir recebeu um disco de micélio de 6 mm, com cinco dias de idade. As caixas gerbox
contendo os trifolios foram incubadas a temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas,

durante 72 horas.
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As avaliacdes foram realizadas 72 horas apds a inoculagdo, com base em escala
diagramatica adaptada a elaborada por Garcia (2008). As cultivares foram classificadas em 1 -
imune (auséncia da doenga); 2- resistentes (0 a 11%); 3 - moderadamente resistentes (12 a
24%); 4 - moderadamente suscetiveis (25 a 50%); 5 - suscetiveis (S > 50%).

Analise estatistica

A partir das analises de variancia foi realizado o teste de Scott-Knott para fazer
comparagoes das médias para a resposta das cultivares de soja nos quatro experimentos
utilizando o software R. Para permitir uma comparacdo entre os resultados obtidos nos
diferentes experimentos, foram adotadas duas abordagens. Primeiro foi calculado um indice de
coincidéncia, proposto por Hamblin e Zimmermann (1986), com intensidade de sele¢do de
25%, para testar a coincidéncia das cultivares resistentes comparando-se o0s quatro

experimentos, seguindo a equagao:

Em que:

A: niimero de cultivares superiores selecionadas, comuns aos diferentes experimentos;

C: numero de cultivares coincidentes devido ao acaso;

M: ntimero total de progénies selecionadas.

Segundo foi realizado um ranqueamento das cultivares de acordo com a reagdo ao
patogeno em cada experimento. A partir deste, foi estimada a correlacio de Spearman para
medir a correspondéncia com que os diferentes experimentos classificaram as cultivares. Por
fim, as cultivares foram classificados de acordo com o ranking médio nos quatro experimentos.
4- Resultados

As cultivares apresentaram diferentes respostas quando expostas aos diferentes métodos
de inoculagao e avaliagdes (Tabela 2), demonstrando que todos foram eficientes, direta ou
indiretamente, em diferenciar as cultivares de soja em termos de suscetibilidade a S.
sclerotiorum.

A respeito do experimento com folhas destacadas algumas cultivares foram
extremamente suscetiveis, como BRS FAVORITA RR, BRS SILVANIA RR e TMGI23RR,
enquanto outros mostraram certo grau de resisténcia (EMGOPA 315, MG/BR 46
(CONQUISTA) e BRS MILENA). Para essas mesmas cultivares, ndo foi possivel encontrar o

mesmo padrao de resisténcia em relagdo aos demais experimentos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados das inoculagdes de cultivares de soja quanto a reagdo S. sclerotiorum.
Inoculagdo em V3 e avaliagdo pelo comprimento da lesao (V3CL); inoculagdo em R1 e
avaliagdo pelo comprimento da lesdo (R1CL); inoculagdo em R1 avaliagdo por meio de escala
de notas (R1EN); folha destacada (FD).

Meétodos avaliados (dados originais coletados)

Cultivares

V3CL " RIC " RIE % FD %
Emgopa 316 31.06 b 921 a l4a 2.33b
Emgopa 315 10.71 a 7.20 a 1.0a 1.67 a
BRS Milena 11.87 a 11.12a 14a 1.67 a
BRSMG 790A 13.47 a 6.96 a 1.8 a 2.67b
BRSMG 850GRR 17.47 a 20.55b 2.6b 3.00b
BRS Baliza RR 22.06 b 27.28 b 32D 2.67b
BRS Favorita RR 14.48 a 17.94 b 1.8a 5.67d
BRSGO Luziania 12.01 a 21.33b 1.8a 3.67c
M-SOY 8000RR 32.65Db 14.56 b l14a 5.67d
BRSMG 68 (Vencedora) 23.84Db 15470 22a 3.00b
7166RSF IPRO 13.89a 15.87b 2.0a 4.67c
BRS 213 12.96 a 8.10a 1.8a 5.67d
NS 7338 IPRO 20.38 b 1430 b 22a 433 ¢
BRSMG Garantia 24.64 b 3.16 a l1.6a 2.67b
MG/BR 46 (Conquista) 25.14b 4.14a l.6a 1.33a
BRS Silvania RR 20.64 b 9.90 a 2.0a 5.67d
M-SOY 8001 21.39b 15.86b 2.8b 5.67d
M-SOY 6101 2475 13.93b 22 a 3.67c
M-SOY 8329 18.46 a 10.09 a 1.8a 2.33b
TMGI123RR 21.22Db 26.68 b 3.0b 5.67d
MEDIA 19.65 13.68 1.98 3.68

1 - Dados analisados por meio do comprimento da lesao (%); 2 - Dados analisados por meio de escala
de notas; * Médias seguidas de mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

O posto de cada cultivar variou de acordo com cada experimento (Tabela 3). Esse
ranking permitiu ainda inferir sobre a consisténcia da reagdo das diferentes cultivares frente aos
experimentos. Para a cultivar EMGOPA 3135, foi possivel observar um maior padrdo na resposta
aos diferentes experimentos. Esta cultivar foi classificada como a mais resistente por dois
experimentos: inoculagdo em V3 (V3CL) e inoculagdo em R1, avaliagdo por escala de notas
(R1EN). Este resultado indica ainda, que para a mesma cultivar, tanto inocular em estadio V3
como em RI1 confere a mesma reacdo ao patdgeno. Em relagdo as médias para os quatro
experimentos, a cultivar EMPOPA 315 foi classificada como mais resistente ao passo que a

cultivar TGM123RR foi a mais suscetivel (Tabela 3).
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Tabela 3 — Ranking na classificagdo das cultivares de acordo com os métodos de straw test
(inoculagdo em V3 e avaliacdo por comprimento da lesio — V3CL; inoculagdao em R1 e
avaliag¢do por comprimento da lesdo — R1CL; inoculagdo em R1 e avaliacdo por escala de notas
- R1EN) e folha destacada (FD). Posi¢des variam de um (mais resistente) até 20 (mais

suscetivel).

CULTIVARES V3CL RICL RI1EN FD POSTO MEDIO
Empopa 315 1 4 1 2 2
BRS Milena 2 9 3 3 4
BRSMG 790A 5 3 7 6 5
MG/BR 46 (Conquista) 18 2 6 1 7
BRSMG Garantia 16 1 5 8 8
Emgopa 316 19 6 2 4 8
M-SOY 8329 9 8 11 5 8
BRS 213 4 5 10 17 9
BRSGO Luziania 3 18 9 11 10
BRS Favorita RR 7 16 8 15 12
7166RSF IPRO 6 15 12 14 12
NS 7338 IPRO 10 11 15 13 12
BRS Silvania RR 11 7 13 18 12
850 GRR 8 17 17 9 13
M-SOY 8000RR 20 12 4 16 13
BRSMG 68 (Vencedora) 15 13 14 10 13
M-SOY 6101 17 10 16 12 14
BRS Baliza RR 14 20 20 7 15
M-SOY 8001 13 14 18 19 16
TMGI123RR 12 19 19 20 18

A partir do ranqueamento das cultivares foram obtidas as correlagdes de Spearman para
medir a correspondéncia entre os resultados. Foi observada correlagdo mediana e significativa
entre 0 método da folha destacada com o método do straw test em R1, independente da
estratégia de avaliacdo (comprimento da lesdo ou escala de notas) e também entre os
experimentos inoculados em R1. Entre os demais experimentos, nenhuma correlacdo foi
observada, confirmando que estes variaram bastante na severidade dos sintomas causados pelo

patdgeno as cultivares (Tabela 4).

O indice de coincidéncia foi calculado para determinar a porcentagem de cultivares que
seriam selecionadas como resistentes, comparando cada experimento, dois a dois. A
coincidéncia entre os experimentos foi mediana, o que corrobora as estimativas das correlagdes.
O indice de coincidéncia indica ainda que, quando ¢ adotado o comprimento da lesdo como
estratégia de avaliagdo, tanto inocular em estadio V3 como em R1 confere a mesma reagao ao

patogeno, no caso das cultivares consideradas resistentes.
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Tabela 4 - Coeficiente de correlagdo de Spearman para a classificagdo das cultivares obtidos de
acordo com cada experimento. Straw test (inoculacdo em V3 e avaliagao por comprimento da
lesao — V3CL; inoculagdo em R1 e avaliacdo por comprimento da lesdo — R1CL; inoculagdo
em R1 e avaliacdo por escala de notas - R1IEN) e folha destacada (FD) — Valores acima da
diagonal principal. indice de coincidéncia (%) entre experimentos para classificagio das
cultivares resistentes — Valores abaixo da diagonal principal.

FD V3CL RICL R1EN
FD 0.07™8 0.46* 0.53%*
0 O&NS NS
V3CL 40 ] 0.05 0.13
sk
R1CL 40 60 - 065
RIEN 60 40 40 -

*significativo a 5%; ** significativo a 1%, ™ ndo significativo.

5- Discussiao

Para contornar a resisténcia conferida pelos mecanismos de escape das plantas de soja
a S. sclerotiorum, pesquisadores tem submetido os genétipos a métodos de inoculagdo que
evitam a sele¢do de plantas que tenham exclusivamente a habilidade de escapar a pressdo do
patdégeno (ARAHANA et al. 2001; GUO et al. 2008; VUONG et al. 2008). No entanto, apenas
poucas linhagens parcialmente resistentes foram identificadas. Esses métodos de inoculacao
que utilizam disco de micélio incluem: corte no caule (VUONG et al. 2004, 2008), folha
destacada (ARFAOUI et al. 2016, 2018; GODOY et al.2017; HULLER et al. 2016), e straw
test (CASTRO et al. 2016; MCCAGHEY et al. 2017 ¢ WILLBUR et al. 2017).

Apesar do grande nimero de trabalhos que tratam das técnicas de inoculacao em soja,
poucos (WEGULO et al. 1998; HULLER et al. 2016) tem se dedicado a comparagao entre esses
métodos para esclarecer alguns pontos: qual estadio ideal para inoculagdo e qual método seria
capaz de melhor discriminar a reagdo das plantas ao patogeno.

Os resultados deste estudo sugerem que todos os métodos sdao capazes de promover a
reacdo das cultivares de soja a S. sclerotiorum. No entanto, mesmo quando se compara dois
métodos iguais de inoculagdo e avaliacdo (inoculag@o por meio do straw fest e avaliagdo por
meio do comprimento da lesdo), porém em estadios fenologicos diferentes, as respostas das
cultivares ao patdégeno variaram bastante. Ao comparar apenas a média geral do comprimento
da lesdo para esses dois experimentos, a inoculagdo em V3 provocou mais sintomas. Isto pode

acontecer devido as defesas das plantas ainda ndo estarem completamente desenvolvidas nesse
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estadio, como: espessura das membranas de plantas, ceras, distancia de translocagdo e
velocidade de translocagdo do xilema (AUGUSTO E BRENNEMAN, 2012).

Em condigdes de campo, a colonizagdo das plantas pelo micélio do fungo ocorre no
inicio do florescimento. Dessa maneira, a planta se torna mais suscetivel com o inicio do estadio
R1, pois sdo nas flores que os ascosporos de S. sclerotiorum encontram fonte exdgena de
energia para germinar. Também nesta fase o microclima ¢ mais favoravel ao patdogeno, devido
ao maior indice de area foliar na fase pds-florescimento. Além disso, a maior cobertura foliar
durante o fechamento da cultura permite que plantas doentes entrem em contato com plantas
sadias, o que aumenta os focos da doenga e/ou a sua disseminacdo radial. (GARCIA e
JULIATTIL, 2012). Alguns estudos apontam esse estadio como o mais indicado para inoculagdes
em ambientes controlados por reproduzir as condi¢des naturais de infeccao (PELTIER et al.,
2009; JULIATTI et al. 2013; HUZAR-NOVAKOWISKI e DORRANCE, 2018).

As razdes para as flutuagdes na classificagdo das cultivares entre diferentes métodos de
inoculacdo e avaliagdo para a resisténcia a S. sclerotiorum em ambiente controlado podem ser
devidos, em parte, as diferencas no repertorio de defesa entre as cultivares. Algumas cultivares
podem variar nas estratégias de defesa, dependendo das condi¢des ou o método avaliagao
empregado (WEGULO et al.1998). Dessa maneira apenas a cultivar EMGOPA 315 foi mais
consistente, em relagdo a um padrdo de resisténcia, frente aos diferentes experimentos. Esta
cultivar ja foi submetida a diferentes avaliagdes em outras oportunidades. Garcia e Juliatti
(2012) identificaram a cultivar EMGOPA 315 como um padrdo de resisténcia quando
submetida a diferentes métodos de inoculagdo, estadios fenoldgicos e tempo de exposi¢ao do
indculo na planta. Para Garcia e colaboradores (2015), a mesma cultivar foi classificada como
moderadamente resistente em inoculagdo com o método do straw test e também pelo disco de
micélio fixado no foliolo.

Os resultados da correlacdo de Spearman indicam, mais uma vez, a grande variacao
existente entre os diferentes experimentos. Mesmo assim, o mais indicado ¢ que sejam
empregados multiplos métodos de inoculacdo e avaliacdo para capturar com sucesso 0S
mecanismos de resisténcia dos gendtipos de soja em programas de melhoramento (HUZAR-
NOVAKOWISKI e DORRANCE, 2018).

Este trabalho demonstra que obter resisténcia a podriddo branca da haste ndo ¢ tarefa
facil, muito devido a natureza quantitativa da doenga. Dessa maneira, uma abordagem holistica
deve ser empregada para selecao de genotipos de soja, que contemple em conjunto, varios

métodos de avaliagcdes em condi¢des controladas e também a campo.
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6- Conclusao

Existe grande variacdo entre os métodos e épocas de inoculacdo visando a avaliagdo de
cultivares de soja quanto a resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum. Mesmo assim, 0 mais
indicado ¢ que sejam empregados multiplos métodos de inoculagdo e avaliacdo para capturar
com sucesso os mecanismos de resisténcia dos genotipos de soja em programas de
melhoramento.

Assim, uma abordagem holistica deve ser empregada para selecao de genotipos de soja,
que contemple em conjunto, varios métodos de avaliagdes em condigdes controladas também a

campo.
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