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RESUMO

O oidio da soja causado por Microsphaera diffusa Cooke & Perk tem causado no
Brasil perdas esporadicas, que foram da ordem de 40% na safra de 96/97. O perigo
potencial representado por esta doenga para a cultura da soja justifica estudos que
permitam conhecer a epidemiologia do patégeno em nosso Pais. O Método da Folha
Destacada Modificado (MFDM), realizado “in vitro”, foi tdo eficiente quanto os testes em
casa de vegetagdo e campo, para avaliagdo da resisténcia de 10 cultivares de soja. Nestes
testes as cultivares FT- 10, FT - 15, IAC - 100 e MG/BR - 46 (Conquista) foram resistentes
ao patégeno, BRS 133 e FT - Jatoba, moderadamente resistentes, EMBRAPA 48, suscetivel
e BR - 16, FT - Estrela e Coodetec - 201, altamente suscetiveis. No MFDM os estadios
foliares mais adequados para inoculagdo foram Vi, V., e V3 por apresentarem maior
vitalidade, sobrevivéncia e enraizamento. As concentragcdes de indculo de 1.5 x 10" e 1.5 x
10® foram as mais eficientes e como método de inoculagdo o da pulverizagdo foi superior ao
da pipetagem e polvilhamento. De um total de 52 espécies de plantas invasoras inoculadas
em casa de vegetacdo com o patégeno, 3 novos hospedeiros foram observados: Galinsoga
parviflora, Physalis angulata e Sonchus oleraceus, além da confirmacdo de outros, ja
relatados, em outros paises e no Brasil. A freqiiéncia de plantas invasoras nos campos de
soja, além de representarem uma fonte de indéculo na safra, poderdo estar sendo
responsaveis pela manutengao do patégeno na entressafra. No decorrer dos experimentos
nao foi observada a presenca da fase sexual do fungo, tanto em condigées de laboratdrio,
quando foram manipuladas as condigdes ambientais, quanto nos levantamentos realizados

em plantios comerciais nos Estados do Parana e Goias.



ABSTRACT

The soybean Powdery Mildew caused by Microsphaera diffusa Cooke & Perk has
been causing sporadic losses in Brazil, estimated around 40% at the 96/97 crop season. The
potential risk represented by this disease for the soybean crop justifies studies that allow us
to know more about the epidemiology of this pathogen in our country. The Modified
Detached Leaf Method (MFDM), carried out “in vitro”, was just as efficient as the tests carried
out in the greenhouse or at the field to evaluate the resistance of 10 soybean cultivars. In
these tests the cultivars FT - 10, FT - 5, IAC - 100 and MG/BR - 46 (Conquista) were
resistant to the pathogen, BRS 133 and FT - Jatoba were moderately resistant, EMBRAPA -
48 was susceptible and BR - 16, FT - Estrela and Coodetec 201 were highly susceptible.
With the MFDM, the more suitable foliar stages for the inoculation were the V4, V, and the V3
due to presenting more vitality, survival and root taking. The inoculum concentration of 1.5 x
10" and 1.5 x 10® were more eficient and as an inoculation method, the spraying method
presented a better performance when compared to the pipeting and the sprinkle method.
From a total of 52 species of plants from the weed inoculated at the green house with the
pathogen, 3 new hosts were observed: Galinsoga parviflora, Physalis angulata e Sonchus
oleraceus, not to mention the confirmation of others already reported in different countries
and in Brazil. The frequence of plants from the weed at the soybean crop fields, other then
representing an inoculum source in the crop season, may be responsible for the pathogen
maintenance between the harvest period. The frequence of plants from the weed at the
soybean crop fields, other then representing an inoculum source in the crop season, may be
responsible for the pathogen maintenance between the harvest period. During this research
the presence of the sexual phase of the fungi was not observed, even in laboratory
conditions, when the natural environmental conditions were manipulated, even in the

commercial field surveys carried out in Parana State and Goias State.



1 INTRODUCAO

Com base nos dados de 2000/01, o maior produtor de soja (Glycine max (L.) Merrill)
no mundo s&o os Estados Unidos (51,3 %), seguido do Brasil (20,1 %), Argentina (10,4 %),
China (9,1 %) e india (3,2 %) (EMBRAPA, 2000).

Na ultima década, o consumo mundial de soja cresceu a uma taxa média anual de
4,76%, igualando-se a taxa de crescimento da produgido. Na década de 70, o crescimento
da producao e do esmagamento da soja foi tdo rapido que colocou o Brasil como o segundo
exportador de soja grao e o primeiro exportador mundial de farelo de soja, tendo perdido
recentemente essa posicao para a Argentina.

O Brasil esta na vanguarda mundial da tecnologia de producdo de soja nas regibes
tropicais. A potencialidade do aumento de produgédo de soja no mundo esta localizada no
paralelo 20°S e 20°N. No entanto se for observado o potencial desta faixa no mundo, a
possibilidade de expansao produtiva dessa oleaginosa esta quase toda no Brasil, em termos
topograficos, meteoroldgicos, tecnolégicos e de disponibilidade de terras. Além disso, as
terras disponiveis no Brasil permitem a produgcdo de soja em larga escala, tendéncia
mundial na produgdo de graos. Considerando a tendéncia da produgdo mundial de soja,
principalmente sob o aspecto “escala”, dificilmente existirdo argumentos convincentes no
sentido de frear a expansao dessa oleaginosa no Brasil.

Paralelamente a expansao do cultivo da soja nas diversas regides do mundo, tem
sido relatadas doencgas afetando e reduzindo o rendimento da cultura da soja (FERREIRA et
al.,, 1979; SINCLAIR 1979; YORINORI, 1982). As perdas anuais por doengas sao
estimadas em cerca de 15% a 20%, entretanto, algumas doengas podem ocasionar perdas
de quase 100%, individualmente. A importancia econdmica de cada doenca varia de ano
para ano e de regido para regido, dependendo da condi¢cdo climatica de cada safra
(EMBRAPA, 2000).

O oidio da soja causado por Microsphaera diffusa Cooke. & Peck. era considerada
uma doencga esporadica e de pouca importancia nesta cultura. Porém na safra de 1996/97,
atingiu proporcbes epidémicas na maioria das regides produtoras de soja do pais, causando
perdas no rendimento estimadas em até 40 % (YORINORI, 1997c).

A severidade da doenga na safra 1996/97, redundou em pequena disponibilidade de

semente de cultivares resistentes e face ao risco de reincidéncia da doenca na safra



1997/98, como medida emergencial, foi recomendado o tratamento quimico da parte aérea,
com o uso dos seguintes fungicidas: benomyl, carbendazim, difenoconazole, além do
enxofre (YORINORI, 1997a). Todavia para o controle efetivo da doencga, a longo prazo, o
uso de cultivares resistentes ou moderadamente resistentes seria uma medida de controle
valiosa em programa de controle integrado deste patégeno. Outra forma de evitar perdas
por oidio € ndo semear cultivares suscetiveis nas épocas mais favoraveis a ocorréncia da
doencga, tais como semeaduras tardias ou safrinha e cultivo sob irrigagdo no inverno
(EMBRAPA, 2000).

Diante da importancia da cultura e daseveridade do patdgeno, o objetivo geral deste
trabalho foi avaliar o uso do Método da Folha Destacada para estudar as reacdo de
resisténcia da soja ao parasita obrigatério M. diffusa. Especificamente buscou-se determinar
a influéncia da superficie foliar na manifestagdo do patégeno em folhas destacadas de soja;
definir a melhor concentragdo, a melhor técnica de inoculagdo e a melhor idade fenoldgica
de folha de soja, para ser utilizada no Método da Folha Destacada. Além disso, detectar a
ocorréncia de M. diffusa em outras espécies vegetais (hospedeiros alternativos); e
determinar a formacao dos 6rgaos de reproducgao sexual do patégeno na soja e nas culturas

alternativas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O OIDIO DA SOJA

O oidio da soja foi primeiramente relatado na Carolina do Norte em 1947 por
LEHMAN. As plantas doentes podem ter a fotossintese e a transpiracdo afetadas, sendo
que nos Estados Unidos tém sido registradas perdas de 10 a 25%, em campos severamente
atacados (SINCLAIR, 1982). Segundo, DUNLEAVY (1978) e PHILLIPS (1984), as perdas da
producao em cultivares de soja suscetiveis, devido a infec¢ao natural do oidio no campo,
chegaram em niveis superiores a 35%.

Os relatos na identificagdo do fungo causador do oidio na soja sdo informagodes
desencontradas na literatura. Os primeiros relatos desta doenga citam Erysiphe polygoni
DC.; entretanto relatos posteriores identificam como Microsphaera diffusa Cooke & Peck
como o patégeno JOHNSON e CHAMBERLAIN, 1954; DEMSKI e PHILLIPS, 1974;
PAXTON e ROGERS, 1974).

O oidio da soja, causado por Microsphaera diffusa Cooke & Peck, caracteriza-se por
um crescimento superficial de cor branca ou cinza claro e aspecto pulverulento, constituido
pelo micélio denso e conidios do fungo, em toda a parte aérea da planta, incluindo hastes e
vagens, porém ¢é mais visivel nas folhas (SINCLAIR, 1979; ALMEIDA et al.,, 1997;
YORINORI, 1997a).

O conidio ou o ascosporo do fungo, em contato com a superficie foliar, germina
dentro de seis horas apés a inoculagdo e produz uma teia de miceélio que se espalha pela
superficie da planta. O micélio penetra nas células epidérmicas e, por meio de haustérios
intracelulares, nutre-se do conteddo das células (ALMEIDA et al., 1997; YORINORI, 1997a).
Conidios de M. diffusa produzem muito mais do que cinco tubos germinativos apds a
germinacdo. Apenas o primeiro tubo germinativo forma apressério (MIGNUCCI e
CHAMBERLAIN, 1977).

Nas folhas mais velhas e vagens de plantas em final de ciclo sdo observados,
juntamente com as estruturas da fase conidial, os cleisitotécios. Os cleistotécios inicialmente
sao brancos e durante a maturacdo mudam sequencialmente amarelo, marrom amarelado,

marrom e finalmente preto. Os cleistotécios maduros medem 92 a 125 um de didmetro e



possuem cerca de vinte apéndices de 124 a 212 um de comprimento e se ramificam
dicotomicamente em 4 a 5 vezes nas extremidades; a primeira ramificacdo tem angulos
abertos mas, o ultimo um angulo tao estreito como se fosse subparalelo. Ascas periformes
multiplas contém mais de 6 ascosporos levemente amarelados ovalados que medem 9 x 18
um (PAXTON e ROGERS, 1974; DEMSKI e PHILLIPS, 1974; McLAUGHLIN et al., 1976).

A fotomicrografia pelo microscépio eletrénico de varredura confirmou a textura
reticulada das paredes do cleistotécio e mostrou que os cleistotécios sao hemiféricos com
um anel de apéndices que nasce basalmente e se estende radialmente paralelo a superficie
foliar (McLAUGHLIN et al., 1976). Segundo GRAU e LAWRENCE (1975) os cleistotécios
nao foram observados sobre plantas de soja infectadas no campo, mas foram encontrados
uma ocasiao na casa de vegetagao em lllinois, no inverno de 1972.

O estagio assexual deste fungo desempenha um importante papel no ciclo da
doenca. YARWOOD (1973) identificou o oidio sobre caracteristicas morfologicas do estagio
assexual, tal como,padrdo de forma e germinagdo do conidio, formato do conidiéforo,
presenga ou auséncia dos corpos de fibrosina e outros. Isto poderia ser particularmente util
quando cleistotécios nao estdo presentes e quando mais do que uma espécie de oidio
necessitam ser relatados.

Na descricdo dos estagios assexuais de M. diffusa, as SEM realizadas por
McLAUGHLIN et al. (1976) e os relatos descritos nos trabalhos de YARWOOD (1973),
representam uma tentativa para prover informagdes adicionais que podem auxiliar na
identificagdo deste patdégeno na auséncia do cleistotécio.

Parece ter havido uma confusdo na literatura, a respeito dos primeiros relatos de
identificagdo do fungo causador do oidio na soja. Esta doenca inicialmente era citada como
Erysiphe polygoni DC, diante da dificuldade em se observar a formagao de cleistotécios. No
entanto, evidéncias na formagao de suas estruturas fungicas, permitiram classifica-lo como
M. diffusa. (PAXTON e ROGERS, 1974), sendo esta ultima classificacdo adotada por varios
autores (LEHMAN, 1974; DEMSKI e PHILLIPS, 1974; McLAUGHLIN et al., 1976;
DUNLEAVY, 1976; SINCLAIR, 1982; YORINORI, 1982; JOHNSON e JONES, 1961).

As reagdes de numerosas variedades de soja, a esta doenga tem sido relatada por
varios autores (DEMSKI e PHILLIPS, 1974; ARNY, et al., 1975; BUZZELL e HASS, 1975;
GRAU e LAURENCE, 1975; MIGNUCCI, 1975; JOHNSON e JONES, 1961; YORINORI,
1997a,b,c).

O oidio tem sido, algumas vezes, uma doenca séria de casa de vegetagdo, e a M.

diffusa é talvez o unico patdégeno da folha da soja que pode ser disseminado e infectar



plantas em condigbes de casa de vegetagcdo. Outros patdgenos foliares de soja exigem
agua livre para a sua infecgcédo (LOHNE e BERNARD, 1992).

A selecao de cultivares de soja para resisténcia a M. diffusa poderia ser realizada na
casa de vegetagao dado que as plantas sdo continuamente expostas aos conidios iniciando
no estagio de plantula até proximo ao florescimento quando a expressao da resisténcia da
planta adulta torna-se aparente (MIGNUCCI e LIM, 1980). A severidade da doenga em uma
mesma cultivar tem sido menor em campo do que em casa de vegetagao, a qual apresenta
condicbes ambientais consideradas mais favoraveis ao seu desenvolvimento (DEMSKI e
PHILLIPS, 1974; PAXTON e ROGERS, 1974; DUNLEAVY, 1977; MIGNUCCI, et al.,
1977).

Segundo DEMISKI e PHILLIPS (1974) havia concordancia entre a reagdo das
cultivares na casa de vegetagao e no campo. A diferencga principal entre estes dois sistemas
de avaliagado era que as reagdes das cultivares que pareciam ser imunes no campo eram
medianamente suscetiveis na casa de vegetagao, apresentando pintas foliares cloréticas
sobre a pagina superior da folha, mas eram parcialmente necréticas sobre a pagina inferior.
Os exames destas lesdes ao microscopio revelaram um micélio esparso com poucos
conidios. Os cleistotécios ndo foram observados sobre estas cultivares. As cultivares que
eram suscetiveis no campo foram altamente suscetiveis na casa de vegetacao,
apresentando micélio recobrindo as folhas e ocasionalmente atacaram as hastes e vagens.
Ambos os estagios perfeito e imperfeito desenvolveram-se sobre as folhas dessas
cultivares.

GRAU e LAURENCE (1975) durante os trabalhos realizados com trinta e seis
cultivares de soja avaliados para resisténcia a M. diffusa nos testes de casa de vegetacao,
observaram que as reagdes a doencga de algumas cultivares diferiram para os trés isolados
utilizados, o que sugere a existéncia de ragas patogénicas.

Os sintomas apresentados pelo oidio podem variar de clorose foliar, pintas verdes,
manchas ferruginosas, sob o micélio do fungo, podendo causar desfolha ocasional ou
acentuada ou combinacgbes desses sintomas, dependendo da reacdo das cultivares e em
certos casos o desenvolvimento abundante do fungo pode ocorrer sem causar outros
sintomas secundarios visiveis no hospedeiro, MIGNUCCI e CHAMBERLAIN (1977),
MIGNUCCI e BOYER (1979) e (YORINORI, 1997a,c).

Segundo, MIGNUCCI e LIM (1980), o patdégeno e o desenvolvimento dos sintomas
da doenca pareceu ser afetado pela cultivar; idade e posicdo da folha; e a idade da planta

na hora da inoculagao.



Além desses, os fatores ambientais influenciaram a doenca prevalecente, a
severidade e a formagado de cleistotécio (GRAU e LAURENCE, 1975). A temperatura
influencia a taxa do desenvolvimento da M. diffusa sobre as cultivares de soja. MIGNUCCI
et al. (1977) relataram que o oidio se desenvolveu abundantemente na temperatura de 18 e
24 °C, mas foi menor a 30 °C em cultivares suscetiveis (Corsoy, Harosoy e Wells). As
cultivares resistentes (Flambeau, Norchief e Chippewa 64) nao diferiram significativamente
em suas reagdes de resisténcia nas trés temperaturas estudadas.

As reacbes das cultivares de soja a inoculagao com M. diffusa variaram de altamente
suscetivel a altamente resistente (DEMSKI e PHILLIPS, 1974; ARNY et al., 1975; GRAU e
LAURENCE, 1975; McLAUGHLIN et al.,, 1976; MIGNUCCI e CHAMBERLAIN, 1977;
DUNLEAVY, 1977; MIGNUCCI et al., 1977; MIGNUCCI e BOYER, 1979). Algumas
cultivares de soja sao resistentes no campo, mas sdo altamente suscetiveis quando
cultivadas na casa de vegetacao, e algumas parecem ser imunes no campo mas exibem
média suscetibilidade na casa de vegetacdo (DEMSKI e PHILLIPS, 1974; GRAU e
LAURENCE, 1975; DUNLEAVY, 1977).

As cultivares de soja que sustentam baixas populagdes do patégeno no estadio de
plantula, mas detém o desenvolvimento do patégeno até os estadios mais tardios, sdo tao
valiosas quanto as cultivares que sao resistentes em todos os estadios de desenvolvimento,
especialmente em areas onde o fungo chega tardiamente no campo (MIGNUCCI e LIM,
1980). Nenhum relato sobre a heranga da resisténcia ao oidio por todo o ciclo da cultura foi
encontrado (LOHNE e BERNARD, 1992).

A reagao da soja ao oidio é controlada por trés pares de alelos localizados no locus
Rmd: Rmd-c, que confere resisténcia por toda a vida da planta (LOHNES e BERNARD,
1992); Rmd que confere resisténcia nos estadios de planta adulta (MIGNUCCI e LIM, 1980);
e rmd que condiciona a suscetibilidade (BUZZELL e HAAS, 1978). A resisténcia do estadio
de plantula foi observado em casa de vegetacao em diversas cultivares de soja e estes
cultivares foram resistentes no campo com inoculagdo natural e artificial. As proporgcbes de
segregacao no F, e F3 na casa de vegetacdo e no campo mostram que esta resisténcia é
derivada da cultivar CNS, é controlada por um unico alelo, simbolizado de Rmd-c, qual é
alélico a Rmd rmd (BUZZELL e HASS, 1978; BUSS et al., 1988; LOHNES e BERNARD,
1992; LOHNES e NICKELL, 1994).

No Brasil, relatos de trabalhos com oidio na soja discriminando as reagdes de
suscetibilidade e resisténcia na casa de vegetagdo e/ou sob incidéncia natural a campo,
foram relatados por TANAKA et al. (1993 e 1997); REIS, et al. (1997); YORINORI
(1997a,b,c); EMBRAPA (1999) e EMBRAPA (2000).



2.2 O METODO DE FOLHAS DESTACADAS

A utilizacdo do método de folhas destacadas em estudos com agentes de doencgas
em plantas é descrita em trabalhos realizados ha mais de meio século. Este método
apresenta a possibilidade de infectar folhas destacadas e manter estas folhas e parasitas
inoculados sobre as mesmas, em condi¢gdes vigorosas por um determinado periodo de
tempo (CLINTON e McCORMICK, 1924).

YARWOOD (1946) publicou uma extensa revisao de literatura sobre a cultura de
folhas destacadas, incluindo aplicagbes em estudos sobre a suscetibilidade de hospedeiros
e a viruléncia de patégenos. As vantagens de se utilizar esta técnica, segundo este autor,
sao. economia de espago e material do hospedeiro, quando se deseja testar colecbes de
variedades; economia de in6culo dos patégenos a serem estudados; facilidade e exatidao
das observagdes; menor risco de contaminagdes; uniformidade da unidade experimental;
facilidade de controle e manipulacdo dos ambientes; possibilidade de manter as folhas
destacadas, em alguns casos, por um periodo mais longo que a vida normal de folhas
ligadas as plantas; as folhas destacadas apresentam a maioria das fungbes de folhas
ligadas normais, incluindo transpiracéo, respiragao, fotossintese e sintese de proteinas.

Esta técnica tem sido empregada em muitos estudos envolvendo relagbes patégeno-
hospedeiro com parasitas obrigados, especialmente as ferrugens, utilizando folhas ou
pedacos de folhas de gramineas (milho, trigo e outros cereais) flutuando em agua ou
solugbes de sacarose, tanto com quanto sem benzimidazole ou cinetina (CLINTON e
McCORMICK, 1924; SILVERMAN, 1957; BROWDER, 1964; HOOKER e YARWOOD, 1966;
WILCOXSON et al., 1974).

Segundo MIGNUCCI (1978) estes métodos devem ser Uteis também para manter e
aumentar as populagbes de nematodides, para estudo do heterotalismo em parasitas
obrigatérios, ou para manutencao de isolados ou ragas de parasitas obrigatérios (tais como
ferrugens, mildios e oidios) para pesquisa fisioldgica e fitopatoldgica.

Esta técnica também tem sido utilizada em experimentos com leguminosas.
ROBERTS (1956) utilizou a técnica de folhas destacadas para testar plantas leguminosas
forrageiras, quanto a resisténcia a doencgas foliares causadas por Ascochyta imperfecta em
alfafa, Stemphylium sarcinaeforme e Stemphylium lote em trevos. Segundo WARD (1959), a
técnica de folhas destacadas mostrou ser um método seguro, também, para a avaliagdo de
alfafa & doenga causada por Phoma herbarum, ndo diferindo significativamente dos

resultados obtidos através de inoculagdes no campo ou em casa de vegetacdo; uma



solugado de 2,0 % de sacarose nao esterilizada, como no trabalho de ROBERTS (1956),
mostrou ser a mais satisfatéria para as folhas de alfafa.

A técnica de folhas destacadas de plantas de amendoim foi utilizada por RIBEIRO et
al. (1976) para a realizagdo de testes de patogenicidade com isolados de Cercospora
arachidicola, Cercospora personata e Puccinia arachidis. Esta técnica foi também utilizada
por MISRA e MISRA (1976) e SUBRAHMANYAM et al. (1980) para testar a reagao varietal a
ferrugem causada por Puccinia arachidis.

REIS e KIMATI (1974) verificaram que folhas destacadas de soja, cultivadas em
placas de Petri, emitiram raizes no peciolo e permaneceram vivas por um periodo superior a
setenta dias; assim, permitiram o aparecimento de sintomas locais em inoculagbes com
Septoria glycines e Cercospora sojina e a formagao de nédulos nas raizes nas inoculagoes
com Bradyrhizobium japonicum. MIGNUCCI (1978) verificou que cerca de 90 % de folhas
unifoliadas e ftrifoliadas de soja da cv. Harosoy produziram raizes adventiceas, mas nao
brotos, quando flutuadas em agua; as folhas enraizadas foram mantidas por trés meses em
filme de agua deionizada esterilizada ou por nove meses em areia ou solo autoclavado; as
folhas enraizadas que foram inoculadas com conidios de M. diffusa suportaram crescimento
luxuriante do fungo e permaneceram vivas por mais de sete meses. MIGNUCCI (1978)
sugeriu 0 uso de culturas de folhas de soja enraizadas em solo esterilizado para a
manutencdo ou estudo durante longos periodos, de parasitas obrigados e outros
organismos associados com folhas ou raizes.

O apodrecimento e a senescéncia relativamente rapida dos tecidos das folhas
destacadas de varias espécies vegetais tém sido considerados como os fatores mais
limitantes para estudos que requerem periodos de tempo mais longos (CLINTON e
McCORMICK, 1924; YARWOOD, 1946).

A viabilidade de folhas destacadas é prolongada, em alguns casos, quando calos de
tecidos sao formados ou, em outros casos, quando ocorre o enraizamento (YARWOOD,
1946). Esta correlacao entre o enraizamento e a durabilidade das folhas foi observada por
HOOKER e YARWOOD (1966) com folhas de Oxalis corniculata; por REIS e KIMATI (1974)
e MIGNUCCI (1978) com folhas de soja e, por RIBEIRO et al. (1976) e MORAES (1981)
com folhas de amendoim.

Segundo NSUMBU e BOUHARMONT (1977), a diferenciacdo de meristemas
radiculares ou apicais depende de um equilibrio hormonal extremamente preciso. Esta é,
provavelmente, a explicagcdo para a falta de enraizamento em determinados trabalhos com
folhas destacadas, por conseguinte, a maior dificuldade encontrada na manutencédo das

mesmas em boas condi¢des, por periodos de tempo mais longos.



2.3 HOSPEDEIROS ALTERNATIVOS

Microsphaera diffusa foi identificada em seu estagio de cleistotécio sobre a
lespedeza na Coréia por JOHNSON, et al. (1940), sobre a soja por LEHMAN (1974), e sobre
o tremoco azul por THOMPSON (1951). Parece provavel, que o primeiro relato de oidio
sobre Psoralea tenax nos EUA, por JOHNSON e JONES (1961), seja M. diffusa.

Este fungo tem sido relatado também sobre diversos géneros de Leguminosae
(MIGNUCCI, 1975; UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 1960), em 4
espécies de Caprifoliaceae (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 1960), e
sobre uma espécie de Solanaceae (ELLET, 1966).

Este patogeno, quando testado sobre diversos membros de Leguminosae,
mostraram menor especificidade do que a esperada. MIGNUCCI e CHAMBERLAIN (1977)
testaram a M. diffusa sobre diversos membros de Leguminosae e observaram que apenas 3
dos 11 generos (Lotus, Melilotus e Trifolium) mostraram imunidade completa a M. diffusa e
que seis das onze especies testadas mostraram 100% de suscetibilidade a este fungo
(Cyamopsis tetragonaloba, Glycine falcata, Lespedeza striata, Phaseolus vulgares cv. ©
Wonder-Wax-Pale”, Pisum sativum cv. “Burpee”, Vigna unguiculata cv. “Black cowpea”). Por
outro lado, foram observados diferentes graus de infeccdo sobre os membros do mesmo
género, mas também entre cultivares da mesma espécie. Dentre estas, quatro espécies
testadas mostraram 75% de suscetibilidade a este fungo (Lespedeza stipulacea, Phaseolus
vulgaris cv. “Bush Bountiful”, Phaseolus vulgaris cv. “Pale Ky wonder”, Vigna unguiculata cv.
“Prima”). Por outro lado, uma espécie de soja selvagem, uma espécie de Lespedeza spp., €
uma cultivar de Phaseolus vulgaris, e duas cultivares de Vigna foram imunes ao fungo.

BURRILL e EARLE (1987) também relataram que M. diffusa ocorre sobre trés
espécies identificadas de Desmodium spp. duas de Lespedeza spp. e Phaseolus perennis
em lllinois.

Relatos sobre a ocorréncia de M. diffusa sobre diversos hospedeiros alternativos,
encontrados nos campos de cultivo da soja em outros paises e a possibilidade de que uma
ou mais destas ou outras espécies de plantas possam abrigar este patdégeno, servindo como
fonte de inéculo durante as fase de desenvolvimento da cultivar, e/ou possam estar
envolvidos com o fungo da estacdo anterior (inverno), justificam o monitoramento deste

patégeno em plantas da vegetagédo espontanea em nosso pais.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no laboratério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa-PR, no laboratério e na casa de vegetacado da empresa F.T. — Pesquisa e Sementes
de Ponta Grossa e casa de vegetacdo da empresa Monsoy Ltda de Ponta Grossa e

Morrinho-MS no periodo compreendido entre 1998 e 2001.

3.1 ISOLADO: ORIGEM E PRESERVACAO

O patégeno M. diffusa utilizado neste experimento apresentou as caracteristicas
semelhantes as descritas por PAXTON e ROGERS (1974) e foi obtido de folhas da cultivar
de soja FT — Estrela, na Empresa F.T. — Pesquisa e Sementes de Ponta Grossa no ano
agricola 1997/98 e mantido em casa de vegetagao.

A preservacdo de M. diffusa, durante toda a fase de execug¢do do ensaio, foi na
cultivar FT — Estrela, altamente suscetivel ao patégeno. Para garantir a quantidade
necessaria de in6culo foram realizados plantios escalonados da cultivar FT - Estrela, que
foram inoculadas com suspensao de conidios do patégeno, de forma a ter a cultura em casa
de vegetacgao, durante o ano todo e conseqlientemente garantir a presenca do fungo em
questao.

Esta cultivar foi plantada em sacos de plastico, com 30 cm x 40 cm, contendo um
substrato composto de trés partes de terra e uma parte de esterco. Na época da semeadura
as sementes de soja foram tratadas com a mistura Vitavax (Carboxin) + Thiram 200SC
(Thiram), baseado nas recomendacgoes técnicas para a cultura da soja (EMBRAPA, 2000).
Quando se fez necessario controlou-se a ocorréncia de trips e acaros, com o objetivo de

evitar a conseqliente deformacao das folhas, com o uso de endossulfan.
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3.2 OBTENCAO E PREPARO DO INOCULO

As supensbes de conidios de M. diffusa utilizadas em todos os experimentos de
inoculacao de folhas destacadas de soja, foram sempre obtidas a partir de folhas da cultivar
FT — Estrela, cultivada em casa de vegetacao da empresa F.T. — Pesquisa e Sementes de
Ponta Grossa.

Para conseguir maior liberacao dos conidios, foi realizada uma raspagem do
crescimento fungico com um pincel de pelos macios umedecido em agua esterilizada
repetindo-se o processo varias vezes. A suspensao assim conseguida foi filtrada através de
uma camada dupla de gaze, a fim de que fossem eliminados fragmentos de folha e de
micélio.

A padronizagdo da suspensdo de conidios foi obtida contando-se o numero de
conidios com o auxilio do hemacitdmetro, do tipo Neubauer, apds o que ajustava-se para as
concentragdes desejadas. A suspensdo assim obtida, adicionou-se Tween 80 na proporgéo
de 1 gota para cada 100 ml de suspensao de conidios a ser usada como inéculo (ROTH e
SCHAFER, 1968).

3.3 INOCULACAO E INCUBAGAO DAS FOLHAS DESTACADAS DE SOJA

As folhas destacadas utilizadas em todos os experimentos foram obtidas de plantas
jovens e sadias, cultivadas em casa de vegetacdo da empresa Monsoy Ltda de Ponta
Grossa, através de semeadura em vasos. Para assegurar um fornecimento constante de
folhas sadias nos estadios vegetativos, o plantio das cultivares de soja era renovado, em
funcao da época de realizacdo dos experimentos.

As folhas necessarias para a instalacdo de cada experimento foram retiradas dessas
plantas destacando-se o peciolo junto as hastes, sendo imediatamente levadas ao
laboratério para o devido acondicionamento.

De acordo com os resultados obtidos por REIS e KIMATI (1974), o acondicionamento
das folhas de soja foi realizado em placa de Petri de 100 mm de didametro por 20 mm de
altura (uma folha de soja por placa), contendo uma fina camada de algodao e um papel de
filtro umedecidos com agua esterilizada. Antes da folha ser colocada na placa, seu peciolo,
imerso em agua esterilizada, foi cortado com tesoura desinfestada e sua extremidade foi
envolvida com algoddo umedecido. Com este procedimento as folhas destacadas estavam

prontas para serem inoculadas.
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Apods alguns experimentos preliminares realizados, esta técnica foi modificada
substituindo-se a camada de algodao por quatro folhas de papel de filtro umedecidos com
25 ml de agua esterilizada por placa, de modo a garantir alta umidade relativa no interior da
placa. O algodao umedecido com agua esterilizada, utilizado nas extremidade do peciolo foi
envolvido com movimentos suaves, procurando evitar a compactagdo desta regido, para
facilitar o enraizamento das folhas. Sob cada folha destacada foram colocadas duas laminas
de vidro, a fim de evitar o contato direto da mesma com o papel de filtro, de forma a evitar o
seu encharcamento e apodrecimento.

Com estes procedimentos, denominado de método da folha destacada modificada
(MFDM), obteve-se o material para ser inoculado artificialmente.

Em seguida a inoculacdo de conidios de M. diffusa, as placas foram fechadas,
recebendo uma pelicula plastica transparente de PVC vedando a tampa a fim de manter
uma alta umidade relativa no seu interior (necessaria durante o periodo inicial de infecgao,
segundo experimentos preliminares realizados). Este plastico foi retirado cerca de 72 horas
ap6és a inoculagdao, permanecendo as placas fechadas até a época de avaliacdo dos
sintomas, para evitar o secamento do papel de filtro e algodao e, conseqiuentemente, o
murchamento das folhas.

Em todos os experimentos realizados, as placas de Petri contendo as folhas
destacadas permaneceram, durante todo o periodo de incubacdo, em camara BOD, sob

temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 14 horas.

3.4 AVALIAGCAO DOS SINTOMAS

A avaliacao dos sintomas causados pelo fungo M. diffusa foi realizado apos 17 dias
de incubagao, baseada na quantificacdo visual do nivel de infeccao (NI) da area foliar
infectada, conforme escala (YORINORI, 1997b,c):

NI =0 = sem sintoma ou sinal visivel;

Nl=1 = tracos a 10% da area foliar infectada;
NI =2 = 11% a 25% da area foliar infectada;
NI =3 = 26% a 50% da area foliar infectada;
NI =4 = 51% a 75% da area foliar infectada;

NI =5 => maior 76% da area foliar infectada.
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A discriminacdo da reacao das cultivares de soja (Figura 1 e 2) foi baseada no

seguinte critério: R = Resistente - NI=0a?2
MR = Moderadamente Resistente = NI=2a3
S = Suscetivel - NI=3a4

= NI > 4

AS = Altamente Suscetivel

Figura 1 — Reagdo de cultivares de soja em folha destacada: altamente suscetivel

(esquerda) e suscetivel (direita)

Figura 2 — Reacédo de cultivares de soja em folha destacada: moderadamente resistente

(esquerda) e resistente (direita)
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3.5 EXPERIMENTOS

3.5.1 Influéncia da superficie foliar e da concentracdo de conidios na manifestacido dos

sintomas de M. diffusa, em folhas destacadas de soja

O experimento para se testar qual a melhor concentragcao de conidios na
manifestacdo dos sintomas de M. diffusa, foi realizado em 1997 e repetido em 1998, para
confirmagao dos dados.

Para a inoculagcdao foram utilizadas suspensdes de conidios de M. diffusa,
quantificada com auxilio do hemacitdmetro, obtendo as concentragdes de 1,5 x 10* 1,5 x
10°% 1,5 x 10% 1,5 x 10" e 1,5 x 10® conidios por mililitro, acrescido de gotas de Tween 80. A
inoculacado da superficie foliar foi feita com um atomizador Devilbiss, distribuindo-se cerca
de 0,5 ml de Unoculo por folha.

No segundo experimento realizado em 1998, foram avaliadas as cinco diferentes
concentracgdes de [Tnoculo versus local de inoculagdo da superficie foliar. Com este objetivo,
cada concentracdo de conidios foi inoculada na posicao abaxial e na posicdo adaxial, em
folhas destacadas.

As folhas destacadas da cultivar FT — Estrela utilizadas como testemunha nao
receberam a suspensao de conidios. Elas foram inoculadas com agua destilada, com o
mesmo processo que as demais.

As placas inoculadas foram fechadas e vedadas com uma pelicula plastica
transparente de PVC e incubadas em camara BOD, sob temperatura média de 20 + 2°C e
fotoperiodo de 14 horas. Decorridas 72 horas, foram retiradas as peliculas plasticas e as
placas recolocadas na camara BOD, até o momento da avaliagao.

O delineamento deste experimento foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢des,
sendo cada parcela constituida por uma folha destacada cultivar FT — Estrela e
acondicionadas em placa de Petri, conforme o método da folha destacada modificada.

A avaliagdo dos sintomas foi realizada 17 dias apdés a inoculagdo, através da

quantificagao visual do nivel de infeccao da area foliar infectada (Yorinori, 1997b,c).
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3.5.2 Influéncia do estadio de desenvolvimento das folhas destacadas de plantas de soja na

sua duracao e manifestagao dos sintomas de M. diffusa

Com o objetivo de se determinar em que idade fenoldgica a folha de soja apresenta a
maior suscetibilidade a M. diffusa, para ser utilizada no Método da Folha Destacada
Modificada foram utilizados os seguintes estadios foliares (Tabela 1): unifoliada (V4), 12
trifoliada (V,), 2@ trifoliada (V3), 32 trifoliada (V4) e 42 trifoliada (Vs), todas da cultivar FT —
Estrela (Figuras 3, 4, 5 e 6).
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Tabela 1 - ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO DA SOJA

ESTADIO

DESCRICAO

I. Fase Vegetativa

Ve.
Vi.
Va.
V.

Vn.

Da emergéncia a cotilédones abertos
Primeiro no: folhas unifoliadas abertas

Segundo né: primeiro trifdlio aberto

Terceiro no: segundo trifélio aberto

Enésimo (ultimo) né com trifélio aberto, antes da floragao

Il. Fase reprodutiva (observagéo na haste principal)

R;.
Ro.
Ra.
Ra.

Ro.

Inicio da floracdo: até 50% das plantas com uma flor

Floracao plena: maioria dos racemos com flores abertas

Final da floragcdo: vagens com até 1,5 cm de comprimento
Maioria das vagens no terco superior com 2 - 4 cm, sem graos

perceptiveis

Graos perceptiveis ao tato a 10% de enchimento da vagem
Maioria das vagens com 10% - 25% de enchimento
Maioria das vagens entre 25% e 50% de enchimento
Maioria das vagens entre 50% e 75% de enchimento

Maioria das vagens entre 75% e 100% de enchimento
Vagens com enchimento pleno (100%) e folhas verdes

Inicio a 50% de amarelecimento de folhas e vagens
Entre 51% e 75% de folhas e vagens amarelas

Mais de 75% de folhas e vagens amarelas

Inicio a 50% de desfolha

Mais de 50% de desfolha a pré-colheita

Ponto de maturacéo de colheita

Fonte: Adaptado de Ritchie et al. (1982).
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Peciolo
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Folha unifoliolada
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Figura 3 — Plantula de soja com folha unifoliada e 1° trifélio completamente desenvolvido
(estadio V3 )



Figura 4 — Plantula de soja com 2° trifélio completamente desenvolvido (estadio V;)

Figura 5 — Plantula de soja com 3° trifélio completamente desenvolvido (estadio V,)

18
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Figura 6 — Plantula de soja com 4° trifélio completamente desenvolvido (estadio Vs)

Para a instalacdo deste experimento, foram semeadas cinco sementes/vaso da
cultivar FT — Estrela, em plantio escalonado de 5 em 5 dias, de forma que no dia da coleta e
instalacdo do experimento se pudesse ter a cultura em diversos estadios de
desenvolvimento.

As folhas assim coletadas foram acondicionadas em placa de Petri, conforme o
método do plaqueamento das folhas destacadas.

A inoculagao foi feita com suspensdes de conidios de M. diffusa padronizada com
auxilio do hemacitémetro na concentracdo de 1,5 x 10 conidios por mililitro, acrescido de
gotas de Tween 80.

A avaliacao foi realizada apos 17 dias de incubagao na camara BOD, a temperatura
de 20 £ 2°C e 14 horas de fotoperiodo, baseado na quantificacédo visual do nivel de infeccéo
(NI) da area foliar infectada, conforme escala ja descrita.

Para a avaliagao da duracao e enraizamento das folhas inoculadas e sem inoculagéo
foi realizado um acompanhamento semanal por 30 dias.

O delineamento deste experimento foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢des.
Cada parcela constou de um foliolo acondicionado em uma placa de Petri, totalizando 30
placas por experimento. Este experimento foi conduzido durante os meses de janeiro a abril

de 1998, sendo repetido duas vezes.
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No segundo experimento realizado foram incubadas mais 6 folhas de cada idade
fisioldgica nao inoculadas, totalizando 60 placas incubadas, com a finalidade de se observar

a duracao e o enraizamento das folhas.

3.5.3 Influéncia da técnica de inoculacdo na manifestagcdo dos sintomas de M. diffusa, em

folhas destacadas de soja

Foram utilizados os primeiros trifélios (estadios V, e V3) desenvolvidos de plantas da
cultivar FT — Estrela e o acondicionamento das folhas foi realizado conforme o método da
folha destacada modificada, dispostas com a face adaxial voltada para cima.

A inoculacao foi feita com suspensodes de conidios de M. diffusa padronizada com
auxilio do hemacitdbmetro na concentragao de 1,5 x 107 conidios por mililitro, acrescido de
gotas de Tween 80.

Foram testadas quatro técnicas de inoculacado das folhas destacadas de soja:
pulverizacdo de cerca de 0,5 ml da suspensdo de conidios por folha com o auxilio de um
atomizador Devilbiss; gotejamento de 0,5 ml da suspensdo de conidios por folha com o
auxilio de micropipetas, tomando-se o cuidado para evitar o escorrimento do ind6culo;
pincelamento de cerca de 0,5 ml da suspensao de conidios sobre toda a superficie da folha,
com o auxilio de um pincel de pelos macios e polvilhamento dos conidios do fungo sobre
toda a superficie da folha destacada, através de agitagdo de folhas infectadas de soja com
bastante desenvolvimento do oidio, procurando-se efetuar a deposi¢cao dos conidios por
toda a folha.

As folhas inoculadas permaneceram durante todo o periodo de incubagdo em
camara BOD, sob temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 14 horas.

As folhas destacadas da cultivar FT — Estrela utilizadas como testemunha foram
inoculadas apenas com agua destilada, com o mesmo processo que as demais.

A avaliacdo dos sintomas foi realizada 17 dias apds a inoculagao, através da
quantificagao visual do nivel de infeccao da area foliar infectada (Yorinori, 1997b,c).

O presente experimento foi realizado nos anos 1998 e 1999, testando-se duas
técnicas de inoculagao: pulverizagao e gotejamento da suspensao de conidios. Em 2000/01,
o0 mesmo experimento foi repetido, acrescentando-se mais duas técnicas de inoculagao:
pincelamento e polvilhamento dos conidios do fungo.

O delineamento deste experimento foi inteiramente casualizado, com seis repeticdes,

sendo cada parcela constituida por uma folha destacada.
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3.5.4 Influéncia da temperatura, umidade relativa e fotoperiodo na ocorréncia da fase

perfeita do fungo M. diffusa

Na tentativa de estimular o fungo M. diffusa a desenvolver as estruturas da fase
perfeita em folhas de soja, foram realizados varios experimentos, alterando-se apenas uma
das condi¢cbes ambientais, tais como: temperatura, fotoperiodo ou umidade relativa, durante
a fase de incubagado e mantendo as demais inalteradas.

Estes testes foram realizados no periodo de 1998/99 e repetido em 1999/00, com o
objetivo de se confirmar os resultados. Para a instalacdo do experimento foram realizadas
semeaduras escalonadas da cultivar FT - Estrela em casa de vegetacao, para obtencéo de
folhas de soja.

A metodologia empregada foi o Método da Folha Destacada Modificada, com a
utilizacao do 1° trifélio e 2° trifélio, as quais foram acondicionadas em placa de Petri.

A inoculacdo foi feita por pulverizacdo de conidios na concentracdo de 1,5 x 10’
conidios por mililitro, acrescido de gotas de Tween 80.

Todas as placas foram mantidas em camara BOD, por 17 dias, sob temperatura 20 +
2°C e fotoperiodo de 14 horas e apdés a manifestacdo de sintomas, as placas foram
submetidas a diferentes variacbes na temperatura, fotoperiodo e umidade relativa.

Para cada variacdo de temperatura, fotoperiodo ou umidade relativa testada foram
incubadas trés placas, caracterizando trés repeticoes.

Para a verificacdo do efeito da temperatura no desenvolvimento da fase perfeita do
fungo M. diffusa, o experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foram
utilizadas 3 camaras BOD, reguladas nas temperaturas de 5°C, 10°C e 15°C e na segunda
etapa foram reguladas nas temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C, ambas com fotoperiodo de
14 horas.

Para a observacdo do efeito do fotoperiodo, no desenvolvimento e formacdo dos
cleistotécios do fungo M. diffusa, foram utilizados 3 camaras de BOD, reguladas na
temperatura de 20 + 2°C, variando apenas o fotoperiodo para 12 horas, 10 horas e 8 horas.

A reducéo da umidade relativa testada para verificacdo da fase perfeita do fungo M.
diffusa, foi obtida incubando-se as placas com folha destacada em dessecador com 200 g
de silica-gel, previamente desidratadas em estufa a temperatura de 160°C por 24 horas.
Todo este material foi colocado na camara BOD a temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de
14 horas .

As folhas de soja submetidas aos diferentes tratamentos de temperatura, fotoperiodo

e umidade relativa foram avaliados com o auxilio da microscopia.
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Durante o periodo de realizacdo do trabalho, foram efetuadas observacdes das
estruturas fungicas em populagédo de soja FT - Estrela altamente infectada dentro de casa
de vegetacéo e ao nivel de campo em varias regides dos Campos Gerais e na regido de
Morrinhos-MS. Este acompanhamento foi realizado nos periodos normais de cultivo da soja,
bem como no periodo de outono/inverno em plantas de soja espontaneas e plantas
invasoras, para verificar a possibilidade de se detectar a formacao da fase perfeita do fungo
M. diffusa.

3.5.5 Comparacao de reacao de cultivares de soja inoculadas com M. diffusa pelo Método
da Folha Destacada Modificada e em plantas semeadas na casa de vegetacado e

campo

Com o objetivo de comparar os niveis de infecgdo das cultivares de soja ao fungo M.
diffusa semeadas na casa de vegeta¢do, no campo e no laboratério pelo Método da Folha
Destacada Modificada, foi realizado um experimento utilizando-se dez cultivares: BR - 16,
BRS 133, COODETEC - 201, EMBRAPA 48, FT - 5, FT - 10, FT - Estrela, FT - Jatoba, IAC -
100 e MG/BR - 46 (CONQUISTA).

Para a avaliagcdo destas cultivares quanto ao nivel de infecgdo de M. diffusa pelo
Método da Folha Destacada Modificada e seu cultivo em casa de vegetagao foram utilizados
delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Neste experimento, todas as
cultivares foram inoculadas no estadio entre V, e V;, através de pulverizacdo com
suspensao de conidio na concentragdo 1,5 x 10" conidios/ml, acrescido de gotas de Tween
80.

Os sintomas foram avaliados 17 dias apds a inoculagéo, através da quantificagao
visual do nivel de infec¢ao da area foliar infectada, tanto para o Método da Folha Destacada
Modificada, quanto para o cultivo em casa de vegetacao.

Para a avaliagdo no campo foi utilizado o delineamento em blocos casualizados, com
4 repeticdes, onde cada parcela foi constituida de duas linhas de 2,0 metros de
comprimento, entremeadas por linhas da cultivar FT — Estrela, para garantir a fonte de
inoculo do fungo até o momento da avaliacdo. Este experimento foi semeado em Ponta
Grossa, na area experimental da empresa Monsoy Ltda em 20 de outubro de 2000.

Todas as cultivares semeadas no campo no estadio entre V, e V3, foram inoculadas
através de pulverizagdo com suspensdo de conidios na concentragéo 1,5 x 10’ conidios/ml,

acrescido de gotas de Tween 80.
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A avaliacdo dos sintomas nas plantas semeadas no campo ocorreu no inicio do

florescimento, estadio onde a doenca se torna mais visivel (YORINORI, 1997c).

3.5.6 Reacdes de cultivares de soja inoculadas com M. diffusa pelo Método da Folha

Destacada Modificada

Durante os anos agricolas 1998/1999 e 2000/2001 foram semeados em casa de
vegetacao 122 cultivares de soja, dos quais apenas 89 cultivares tiveram boa germinagao e
foram utilizadas para avaliagao do grau de resisténcia ao oidio.

Foram semeados 3 vasos com 5 sementes de cada cultivar, sendo que apés o
desbaste foram mantidas 3 plantas por vaso, em casa de vegetacao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 6 repeticbes
para cada cultivar avaliada, sendo cada parcela constituida por uma folha destacada.

O presente experimento foi realizado segundo o Método da Folha Destacada
Modificada e inoculado por pulverizagao de cerca de 0,5 ml da suspensao de conidios por
folha, com auxilio do atomizador Devilbiss, na concentragdo 1,5 x 10" conidios/ml, acrescido
de gotas de Tween 80.

A avaliacao foi realizada apos 17 dias de incubagao na camara BOD, a temperatura
de 20 £ 2°C e 14 horas de fotoperiodo, baseado na quantificacédo visual do nivel de infeccéo
(NI) da area foliar infectada (YORINORI, 1997b,c).

3.5.7 Reacbes de plantas invasoras a inoculagao de M. diffusa em casa de vegetacao

Para a instalacdo do experimento em casa de vegetagdo foram usados sacos
plasticos de 30 cm x 40 cm e um substrato composto de trés partes de terra e uma parte de
esterco, previamente desinfestados com brometo de metila (80 cc/m® de substrato).

O critério de escolha das espécies de plantas invasoras utilizadas no experimento
baseou-se em LORENZI (1982); LORENZI (1994) e EMBRAPA (2000).

A semeadura das diferentes espécies de plantas invasoras foi realizada de forma
escalonada, obedecendo os dias requeridos para cada espécie para o inicio de sua

emergéncia (Tabela 2), visando uma padronizagdo quanto ao inicio de desenvolvimento de
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todas as espécies, de modo a facilitar as etapas seguintes, como: desbastes, inoculagdes,
adubacbes, tutoramento, necessarios até a avaliacao.

Em todos os testes, os vasos foram distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes (1 repeticdo=1 vaso), sobre bancadas na casa de vegetacao,
sendo distribuidos de forma intercalada com vasos contendo plantas de soja, da cultivar FT
— Estrela com alta incidéncia do patégeno, numa propor¢cdo de 10 vasos de plantas
invasoras para um vaso de soja. Os vasos com plantas de soja com alta incidéncia do
fungo, garantiram a presenca constante de alta fonte de indculo para as plantas invasoras
adjacentes. Além desta fonte de inéculo, foram realizadas 3 inoculagdes, com intervalos de
2 semanas.

A temperatura na casa de vegetacao oscilou entre 20 e 32°C, e rotineiramente foram
realizadas duas nebulizagbes, durante 10 minutos, nos horarios mais quentes do dia, a fim
de se proporcionar melhores condicbes para o desenvolvimento da doenca, além das
irrigagdes normais.

Durante o periodo correspondente ao inicio de desenvolvimento das plantas
invasoras, foram realizados 4 desbastes, com intervalos de aproximadamente 10 dias.

As parcelas, inicialmente foram constituidas de 6 plantas/vaso, que no momento da
inoculagao sofreram um desbaste reduzindo para 3 plantas/vaso, perfazendo um total de 12
plantas por espécie de planta daninha.

Aos 30 dias apds a semeadura, as plantas invasoras receberam a primeira
inoculagdo de suspensao de M. diffusa, preparada conforme os resultados obtidos nos
experimentos de padroniza¢ao da Metodologia de Folhas Destacadas Modificada.

A inoculacdo foi realizada as 18:00 horas, quando as temperaturas s&o mais
amenas. Antes da segunda inoculagéo, foi necessario realizar o tutoramento das plantas,
devido ao acentuado crescimento das plantas invasoras.

Ao todo foram realizados trés experimentos, os quais foram semeados em diferentes
épocas, a saber: 19/02/99; 08/11/99 e 30/10/00; recebendo respectivamente a 12 inoculagao
em 16/03/99; 08/12/99 e 01/12/00; a 22 inoculagdo em 06/04/99; 29/12/99 e 22/12/00 e a 32
inoculacao em 20/04/99; 12/01/00 e 05/01/01.

Os dois primeiros experimentos foram iguais, variando apenas a época de execugao
dos trabalhos, quando 52 espécies de plantas invasoras (Tabela 2) foram inoculadas com
conidios de M. diffusa e no terceiro experimento foram submetidas a inoculagao mais 12

culturas de inverno (Tabela 3).



Tabela 2: Relagao de plantas invasoras submetidas a inoculagéo de M. diffusa em condigbdes de casa de vegetacao.

Familia Nome Cientifico Nome Comum Emerg.”
Compositae Acanthospermum australe carrapichinho, carrapicho-rasteiro, mata-pasto, maroto 9
Compositae Acanthospermum hispidum carrapicho-carneiro, espinho-de-carneiro 7
Amaranthaceae Alternanthera tenella apaga-fogo, periquito, alecrim, corrente, mangericao 6
Amaranthaceae Amaranthus hybridus caruru-roxo, caruru, bredo, crista-de-galo, caruru-branco 7
Amaranthaceae Amaranthus lividus caruru-folha-de-cuia 8
Amaranthaceae Amaranthus spinosus caruru-de-espinho, caruru-de-porco, bredo-branco 9
Amaranthaceae Amaranthus viridis caruru-de-mancha, caruru-verde, bredo, caruru 6
Compositae Ambrosia elatior ambrosia-americana, losna-do-campo, carprineira 11
Compositae Bidens pilosa picao-preto, picao, pico-pico, fura-capa,piolho-de-padre 6
Gramineae Brachiaria brisanta brachiarao 9
Gramineae Brachiaria decumbens capim-brachiaria, braquiaria 9
Gramineae Brachiaria humidicula capim-agulha 9
Gramineae Brachiaria plantaginea capim-marmelada, marmelada, papua, capim-sao-paulo 6
Gramineae Cenchrus echinatus capim-carrapicho, capim-amoroso, timbéte 8
Chenopodiaceae Chenopodium album ancarinha-branca, erva-formigueira-branca, fedegosa 8
Commelinaceae Commelinea benghalensis trapoeraba, rabo-de-cachorro, andaca, maria-mole 8
* Dias para o inicio da emergéncia

continua

T4



Tabela 2: continuacao

Familia Nome Cientifico Nome Comum Emerg.”
Leguminosae Desmodium adscendens carrapicho-beigo-de-boi 8
Leguminosae Desmodium tortuosum pege-pega 8
Gramineae Digitaria horizontalis capim-colchao, capim-milha, capim-de-roga, milha 10
Gramineae Digitaria insularis capim-amargoso, capim-agu, capim-pororo, capim-flexa 8
Gramineae Digitaria sanguinalis capim-colchao 8
Gramineae Echinochloa colonum capim-arroz, capim-coloninho, capim-jau, capituva 8
Gramineae Echinochloa crusgalli capim-arroz, jervao, capituva, capim-capivara 8
Gramineae Echinochloa cruspavonis capim-arroz, capim-jau, capituva, barbudinho, jervao 8
Gramineae Eleusine indica capim-pé-de-galinha, capim-de-pomar, pé-de-galinha 8
Compositae Emilia sonchifolia serralha-vermelha 7
Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla amendoim-bravo 7
Compositae Galinsoga parviflora fazendeiro, picao-branco, botdo-de-ouro 7
Covolvulaceae Ipomoea grandifolia corda-de-viola, corriola, campainha 7
Covolvulaceae Ipomoea nil Corriola 5
Covolvulaceae I[pomoea purpurea corda-de-viola, campainha, corriola, bom-dias 5
Covolvulaceae Ipomoea quamoclit flor-de-cardeal, corda-de-viola, cipé-esqueleto, corriola 5

* Dias para o inicio da emergéncia

continua
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Tabela 2 : continuacao

Familia Nome Cientifico Nome Comum Emerg.”
Labiatae Leonotis nepetaefolia cordéo-de-frade, corddo-de-sdo-francisco, corindiba 11
Labiatae Leonurus sibiricus rubim, erva-macaé, cha-de-frade, erva-dos-zangoes 8
Solanaceae Nicandra physaloides joa-de-capote, quintilho, bexiga, balao 8
Gramineae Panicum maximum capim-colonido, capim-coloninho, capim-milha 8
Solanaceae Physalis angulata bucho-de-ra, camapu, baldo, baldo-rajado 10
Portulacaceae Portulaca oleracea beldroega, bredo-de-porco, verdolaga, ora-pro-nobis 7
Cruciferae Raphanus raphanistrum nabica, nabo-bravo, nabo, rabanete-de-cavalo 6
Rubiaceae Richardia brasiliensis poaia-branca, poaia, poaia-do-campo 11
Leguminosae Senna obtusifolia fedegoso, mata-pasto-liso, fedegoso-branco 5
Leguminosae Senna ocidentalis fedegoso, manjerioba, mata-pasto, mamanga 7
Malvaceae Sida glaziovii guanxuma-branca, malva-guaxima, mata-pasto 8
Malvaceae Sida rhombifolia guanxuma, mata-pasto, vassourinha, reldgio 7
Malvaceae Sida santaremnensis guanxuma, guaxima, guanxumona 7
Malvaceae Sida spinosa guanxima, guanxuma, malva-lanceta, zunzo 7
Solanaceae Solanum americanum maria-pretinha, erva-moura, pimenta-de-galinha 8
Compositae Sonchus oleraceus serralha, chicédria-brava, serralha-lisa, serralheira 7
* Dias para o inicio da emergéncia

continua

Le



Tabela 2 : continuacao

Familia Nome Cientifico Nome Comum Emerg. "
Gramineae Sorghum halipense capim-massambara, capim-argentino, sorgo-de-alepo 8
Compositae Tagetes minuta cravo-de-defunto, rabo-de-rojao, erva-fedorenta, coari 6
Compositae Tridax procumbens erva-de-touro 8
Compositae Xanthium strumarim carrapichdo 9

* Dias para o inicio da emergéncia

8¢
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Tabela 3 - Relacdo de culturas de inverno submetidas a inoculagao de Microsphaera diffusa

em condigbes de casa de vegetacdo. Ponta Grossa - PR. Ano Agricola 2000/01.

NOME CIENTIFICO NOME COMUM CULTIVAR
Avena sativa L. Aveia branca DRL 9248
Avena strigosa Schieb. Aveia preta EMBRAPA 140
Hordeum vulgare L. Cevada -
Lolium multiflorum Lam. Azevém -
Lupinus albus L. Tremoco branco FLORESTA
Lupinus angustifolius L. Tremoco azul IAPAR — 24
Lupinus luteus L. Tremogo amarelo PORTUGAL
Secale cereale L. Centeio EMBRAPA 1
Sorghum bicolor (L.) Moench Sorgo AG 2006
Trifolium pratense L. Trevo vermelho -
Trifolium repens L. Trevo branco -
Triticum aestivum L. Trigo OCEPAR 18

Durante os experimentos, os vasos foram irrigados com adubo foliar Greenzit-A, na
proporgao de 30 a 50 ml para cada litro de agua na quantidade de 50ml/vaso.

Os experimentos mostraram que algumas plantas invasoras apresentaram sintomas
de oidio. Para se certificar a ocorréncia do fungo nas plantas invasoras foram coletadas
amostras e analisadas em laboratorio.

A presenga de oidio nas plantas invasoras foram confirmados através dos

Postulados de Koch pelo Método da Folha Destacada Modificada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos problemas verificados nos experimentos iniciais realizados com folhas
destacadas de soja foi a dificuldade na manutencédo da viabilidade da folha, tanto sadias
como as inoculadas, que mostravam sinais de amarelecimento e raizes com pouco
desenvolvimento, decorrentes das condicbes de baixa umidade relativa no interior das
placas de Petri. Esta dificuldade também foi observada por YARWOOD (1946) e outros
autores que abordavam como principal responsavel pelo insucesso de muitos trabalhos, a
morte ou senescéncia relativamente rapidas das folhas, apds serem destacadas das
plantas.

Este problema foi resolvido, apds testes preliminares, melhorando-se as
metodologias ja descritas, tais como: a) colocagdo de 4 folhas de papel de filtro e um
chumaco de algodao umedecido com 25 ml de agua esterilizada por placa de Petri; b)
colocagcdo de 2 laminas de vidro sobre o papel filtro umedecido, para se evitar o
apodrecimento das folhas de soja, em decorréncia do contato direto com o excesso de
umidade; c¢) colocagdo de um plastico transparente sobre a tampa da placas de Petri,
durante 72 horas apds a inoculagédo, para a manutencdo de uma atmosfera com alta
umidade relativa em seu interior, durante o periodo necessario para a ocorréncia da
germinacéao e crescimento do tubo germinativo do fungo.

A producao de raizes pelas folhas de soja destacadas ofereceu a manutencado das
mesmas, permitindo a avaliagdo dos niveis de infeccdo de M. diffusa sob ambiente
controlado. Algumas das vantagens observadas foram um minimo de contaminagéo e
facilidades nas observagdes dos sintomas.

Durante os testes preliminares foi comprovada a necessidade da incubagdo das
folhas destacadas sob condicdo de luz e temperatura controladas, para a melhor
manifestacdo dos sintomas causados pelo M. diffusa, sendo que a melhor temperatura para
a execugao deste trabalho foi de 20 + 2°C e o fotoperiodo de 14 horas, em virtude da
exigéncia fotoperiddica da cultura da soja que é considerada planta de dia curto, estando em
conformidade com os trabalhos realizados por MIGNUCCI, et al. (1977). CLINTON E
McCORMICK (1924) que também ressaltam a importancia da luz favorecendo a infeccéo
das ferrugens em folhas destacadas de amendoim, pois parece deixar estas folhas em
condicbes mais saudaveis, permitindo os processos normais de fotossintese e, deste modo,

favorecendo o desenvolvimento fungico mais vigoroso.
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Em todos os experimentos realizados verificou-se que os primeiros sintomas foram
observados a partir do 10° dia da inoculacéo, confirmando as observacées de MIGNUCCI
(1978). Pela observagédo da evolugdo dos sintomas causados por M. diffusa, em folhas
destacadas de soja, sugere-se a utilizagdo de periodos de incubacao entre 17 a 20 dias;
periodos menores que estes podem possibilitar a avaliacdo de niveis de infeccdo que nao
diferencie plantas com caracteristicas genéticas diferentes em relagdo a resisténcia a

moderada resisténcia e de suscetivel a altamente suscetivel.

4.1 INFLUENCIA DA SUPERFICIE FOLIAR E DA CONCENTRAGAO DE CONIDIOS NA
MANIFESTAGAO DOS SINTOMAS DE M. diffusa, EM FOLHAS DESTACADAS DE
SOJA

As médias dos resultados obtidos nos dois experimentos pela avaliagdo do nivel de
infeccdo da area foliar infectada pelo fungo M. diffusa , utilizando cinco diferentes
concentragdes de indculo, estdo apresentados na Tabela 4.

Os dados originais dos experimentos 1 e 2, sdo apresentados respectivamente nas

Tabelas 10 e 13 do Anexo. Para as andlises de varidncia os resultados obtidos foram
transformados para /x+ 0,5, os quais sdo apresentados nas Tabelas 11 e 14 do Anexo,

para os experimentos 1 e 2, respectivamente. As analises de variancia dos experimentos 1 e

2, sao apresentados nas Tabelas 12 e 15 do Anexo.
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Tabela 4 - Influéncia da superficie da folha inoculada e da concentragdo de conidios na
manifestacdo dos sintomas de M. diffusa, em folhas destacadas de soja cv. FT
- Estrela. Ponta Grossa, PR. 1997 e 1998.

Concentracdo Superficie Experimento 1 Experimento 2

(conidios/ml) foliar ~ Dados originais ®@ /x+05 Dados originais @ \/x+0,5

testemunha adaxial 0,00 a** 0,71 0,00 a** 0,71

abaxial — — 0,00 a 0,71

1,5 x 10* adaxial 067 b 1,05 083 b 1,13

abaxial — — 0,00 a 0,71

1,5x 10° adaxial 1,50 c 1,40 1,33 c 1,31

abaxial - — 050 b 0,97

1,5 x 10° adaxial 2,17 c 1,63 2,33 d 1,68

abaxial — — 1,17 c 1,28

1,5x 10’ adaxial 4,33 d 2,20 4,33 e 2,20

abaxial - — 2,50 d 1,73

1,5 x 108 adaxial 4,83 d 2,31 4,67 f 2,27

abaxial - - 2,67 d 1,77

@ Médias das 6 repeticdes dos dados originais de nivel de infec¢édo da area foliar, que varia de 0 = sem sintoma
a 5 = mais de 76% da area foliar infectada.

(-) ndo testado.

** Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade

DMS Tukey 1% = 0,31; CV = 9,12% (Experimento1)

DMS Tukey 1% = 0,17; CV = 12,64% (Experimento 2)

Os resultados apresentados na Tabela 4, obtidos pela avaliagdo do nivel de infecgao
foliar, mostraram ser inviavel a utilizacao de suspensbes de conidios de M. diffusa com
baixas concentracdes, sendo indicado a utilizagdo de concentracdes de 1,5 x 10" e 1,5 x 10®
conidios por mililitro de suspensdo, para se conseguir resultados mais consistentes na
avaliagao dos sintomas apresentados em folhas destacadas.

A inoculagao da superficie adaxial das folhas destacadas de soja, permitiu um maior
desenvolvimento do fungo M. diffusa, independentemente das concentragcdes de conidios
utilizadas (Tabela 4); isto pode ser atribuido a existéncia de melhores condigbes de
penetragao e colonizacao, nesta face das folhas.

Os estudos de correlagdo realizados com os dados obtidos, obedecendo os
procedimentos relatados por KEMPTHORNE (1969) e FALCONER (1977), demonstram que

as estimativas de correlacéo ( r ) envolvendo as diferentes superficies de inoculagao de M.
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diffusa foi de 0,975, indicando que para quaisquer superficies de inoculagao os resultados

obtidos apresentardo a mesma tendéncia (Figura 7).

CONCENTRAGAO x SUPERFICIE

r=104975

[
h

k2
I

HIVEL DE INFECCAD

0,3 7

-

testemunha 15:x10%  15x10°  15=10° 15=10"  15=10
CGHCEHTRAgﬁG (conidiosmi)

| —— —— I

Figura 7 — Niveis de infeccéo de oidio em folhas destacadas de soja, face adaxial e abaxial
submetidas a inoculagcdo com diferentes concentracbes de conidios de
Microsphaera diffusa. Ponta Grossa, PR. 1998.

4.2 INFLUENCIA DO ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO DAS FOLHAS DESTACADAS
DE PLANTAS DE SOJA NA SUA DURACAO E MANIFESTACAO DOS SINTOMAS DE
M. diffusa

As médias dos resultados obtidos nos dois experimentos pela avaliacdo do nivel de
infeccdo da éarea foliar infectada pelo fungo M. diffusa nas folhas destacadas de soja com
diferentes idades de desenvolvimento, estdo apresentados na Tabela 5.

Os dados originais dos experimentos 1 e 2, sdo apresentados respectivamente nas

Tabelas 16 e 19 do Anexo. Para as analises de varidncia os resultados obtidos foram
transformados para /x+ 0,5, os quais sdo apresentados nas Tabelas 17 e 20 do Anexo,

para os experimentos 1 e 2, respectivamente. As analises de variancia dos experimentos 1 e

2, sao apresentados nas Tabelas 18 e 21 do Anexo.
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Tabela 5 - Influéncia do estadio de desenvolvimento das folhas destacadas de plantas de
soja cv. FT — Estrela, na manifestagcdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta
Grossa, PR. 1998.

Estadio de Experimento 1 Experimento 2
desenvolvimento © pagos originais ®  \/x+0,5 Dados originais ®  /x+0,5
V1 4,50 a* 2,23 4,33 a* 2,19
V2 4,33 a 2,20 4,33 a 2,19
V3 417 a 2,16 417 a 2,16
V4 2,50 b 1,73 2,67 b 1,77
V5 1,67 b 1,44 1,83 b 1,52

@ (V1) = Primeiro nd; folhas unifoliadas abertas de soja; (V2) = Segundo nd; primeiro trifolio aberto; (V3) =
Terceiro no; segundo trifélio aberto; (V4) = Quarto no; terceiro trifélio aberto; (V5) = Quinto nd; quarto triflio
aberto.

® Médias das 6 repeticdes dos dados originais de nivel de infecgdo da area foliar, que varia de 0 = sem sintoma
a 5 = mais de 76% da area foliar infectada.

** Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade.

DMS Tukey 1% = 0,41; CV = 10,26% (Experimento 1)

DMS Tukey 1% = 0,36; CV = 8,79% (Experimento 2)

As analises indicam que existem diferencas significativas em relagdo a idade foliar
para a manifestagao dos sintomas de M. diffusa.

A comparagdo entre as médias do estadio de desenvolvimento das folhas
destacadas indicou diferenca significativa apenas para as folhas mais velhas dos estadios
de desenvolvimento V4, € V5 em relagdo as demais, que nao diferiram entre si. As folhas
mais novas V4, V, e V; possibilitaram o aparecimento de maior nivel de infecgao do fungo.

Apesar das folhas de soja dos estadios V, (unifoliada), V, (12 trifoliada) e V3 (22
trifoliada) ndo apresentarem diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 1%, foi observado
nas unifoliadas (V4), variagdo na manifestacédo da porcentagem de area infectada entre as
seis repeticdes, ndao apresentando homogenidade de sintomas de M. diffusa nos dois
experimentos realizados. Diante desta observacao, optou-se pela utilizacdo de foliolos dos
estadios V, e V3 para utilizagdo em todos os trabalhos.

Os resultados obtidos no experimento sobre influéncia da idade das folhas
destacadas de plantas de soja na manifestagdo dos sintomas de M. diffusa mostraram a
necessidade de se trabalhar com as folhas mais novas, mas completamente expandidas, do
apice dos ramos principal ou laterais de plantas sadias. Para a utilizagdo desta técnica, deve
ser considerada a restricao citada por ABDOU (1966) de que as folhas muito jovens ainda

nao totalmente expandidas, mesmo em plantas altamente suscetiveis, podem se comportar
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como imunes conforme observado em plantas de amendoim a infecgdo por Mycosphaerella
arachidicola e M. berkeleyii.

A utilizagao de folhas novas destacadas, mas completamente expandidas possibilitou
a obtencado de respostas uniformes com esta técnica, permitindo um periodo minimo de
sobrevivéncia, necessario para a leitura dos sintomas originados de inoculagdes artificiais
com M. diffusa em soja.

Os resultados obtidos, estabelecendo a idade das folhas destacadas reforcam a
validade do uso deste Método da Folha Destacada, como meio de avaliagdo do grau de
resisténcia das plantas de soja a M. diffusa, em condicbes de laboratério, desde que as
condicbes ambientais sejam favoraveis ao desenvolvimento da doenca.

Na Tabela 6 sdo apresentadas as porcentagens de enraizamento apés 7, 14, 21 e 30
dias de acondicionamento e as porcentagens de folhas apodrecidas apoés 30 dias de

acondicionamento, das folhas destacadas com diferentes estadios de desenvolvimento.

Tabela 6 - Influéncia do estadio de desenvolvimento da soja cv. FT - Estrela, no

enraizamento e durabilidade das folhas destacadas. Ponta Grossa, PR. 1998.

Dias apos o Estadio de desenvolvimento ©
% de folhas o
acondicionamento V4 Vs, V3 V4 Vs
7 66,67 58,33 50,00 16,67 0,00
_ 14 100,0 91,67 83,33 25,00 0,00
Enraizadas ©
21 100,0 100,0 100,0 41,67 16,67
30 100,0 100,0 100,0 58,33 25,00
Apodrecidas ® 30 0,00 0,00 0,00 33,33 66,67

@ Total de 12 folhas, 6 inoculadas e 6 ndo inoculadas, para cada estadio de desenvolvimento.

®) Apodrecimento das folhas destacadas nao atribuido as necroses causadas pela infecgdo por M. diffusa.

© (V1) = Primeiro n¢; folhas unifoliadas abertas de soja; (V2) = Segundo ng; primeiro trifélio aberto; (V3) =
Terceiro no; segundo trifélio aberto; (V4) = Quarto no; terceiro trifélio aberto; (V5) = Quinto nd; quarto trifélio
aberto.

Pelos resultados apresentados na Tabela 6 pode-se observar que a duragao das
folhas esta relacionada ao seu enraizamento (Figura 8 e 9) e que as folhas mais novas

enraizam melhor e mais rapidamente.
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Figura 8 — Enraizamento de folhas destacadas de plantas de soja, com 30 dias de

incubacao.

Figura 9 — Sintomas de senescéncia de folhas destacadas de soja, sem enraizamento, apds

30 dias de incubacéo.
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Aos 14 dias apos as folhas serem destacadas e acondicionadas em placas de Petri,
notou-se que as folhas mais novas apresentavam uma capacidade de enraizamento da
ordem de 90 a 100% e que a maior duragao das folhas estava diretamente correlacionada
ao seu estadio de desenvolvimento. Este fato pode ser observado nas folhas inoculadas
independentemente de estarem ou ndo com o patégeno. As folhas mais velhas que nao
enraizaram ou apresentaram pouco enraizamento, logo se tornavam cloréticas, murchavam
ou apodreciam, confirmando a relagao citada por YARWOOD (1946), HOOKER e
YARWOOD (1966), REIS e KIMATI (1974) RIBEIRO et al. (1976), MIGNUCCI (1978) e
MORAES (1981), entre o enraizamento ou formacdo de calos e a duragdo das folhas
destacadas de varias plantas.

Segundo NSUMBU e BOUHARMONT (1977) o maior enraizamento natural das
folhas mais novas, em agua, pode ser atribuido a existéncia de horménios estimuladores da
formacao de raizes (provavelmente auxinas) nesta parte apical das plantas de soja, num
equilibrio mais preciso, necessario para a diferenciacdo de meristemas radiculares.

A diferengca na manifestacdo quantitativa dos sintomas entre folhas de diferentes
estadios de desenvolvimento (Tabela 6) esta intimamente relacionada com a sua condigc&o
de sobrevivéncia e ndo a incapacidade do patdgeno parasitar os tecidos das folhas nos
estadios testados, o que pode ser comprovado no campo, onde a infeccdo por M. diffusa
ocorre em qualquer estadio de desenvolvimento da soja, porém, € mais visivel por ocasiao
do inicio da floracao, segundo YORINORI (1997c).

Deste modo, o enraizamento das folhas mais jovens, estadios Vi, V., e V;
apresentam um importante papel na manutencdo dessas folhas em condicbes viaveis de

serem infectadas por este fungo, em experimentos conduzidos em laboratério.

4.3 INFLUENCIA DA TECNICA DE INOCULAGAO NA MANIFESTAGAO DOS SINTOMAS
DE M. diffusa, EM FOLHAS DESTACADAS DE SOJA

Os experimentos 1 e 2 foram realizados respectivamente no ano de 1998 e 1999,
testando-se apenas duas técnicas de inoculacédo e o experimento 3 foi realizado no ano de
2000/01 acrescentando-se mais duas técnicas de inoculacao.

Nas Tabelas 22, 25 e 28 do Anexo sdo apresentados respectivamente os dados

originais dos trés experimentos realizados. Para as analises de variancia os resultados
obtidos foram transformados para /X + 0,5, 0s quais sao apresentados nas Tabelas 23, 26

e 29 do Anexo, para os experimentos 1, 2 e 3, respectivamente. As analises da variancia
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dos experimentos 1, 2 e 3 com dados transformados, sdo apresentados respectivamente
nas Tabelas 24, 27 e 30 do Anexo.

As comparacbes entre as médias dos dados transformados obtidos nos ensaios
sobre influéncia da técnica de inoculagao na manifestacdo dos sintomas de M. diffusa estao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Influéncia da técnica de inoculacdo na manifestagdo dos sintomas de M. diffusa,

em folhas destacadas de soja cv. FT - Estrela. Ponta Grossa, PR. 1998, 1999 e

2000/01.
Técnica de Area foliar infectada ©
Inoculagzo® Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Pulverizagéo 227" 2,23" 2,23 a**
Gotejamento 223" 2,16 220 a
Pincelamento - - 1,68 b
Polvilhamento - - 1,46 b

@ Média de 6 repeticdes dos dados originais de nivel de infecgdo da area foliar, que varia de 0 = sem sintoma a
5 = mais de 76% da area foliar infectada.

® Pulverizagdo de suspenséo liquida; Gotejamento de suspenséo liquida; Pincelamento de suspenséo liquida;
Agitacao de folhas infectadas (polvilhamento).

** Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade.

(—) ndo testado

(n.s.) = ndo significativo; CV = 6,29% (Experimento 1)

CV = 4,55% (Experimento 2)
DMS Tukey 1% = 0,30; CV =7,48% (Experimento 3)

Nos experimentos 1 e 2 observamos que nao houve diferenca estatistica entre as
médias dos niveis de infecgdo apresentados pelas folhas inoculadas pelas técnicas de
pulverizagdo e gotejamento, entretanto demonstraram bons resultados quanto a
manifestacdo dos sintomas do patégeno em todas as folhas inoculadas, comprovando a
eficiéncia de ambas as técnicas de inoculacéo.

No experimento 3, o teste de Tukey, revelou diferenga significativa das técnicas
pulverizagcdo e gotejamento com relagdo as outras duas técnicas. As comparagoes entre as
meédias dos dados transformados, para as técnicas de pulverizagdo e gotejamento, nao
diferiram significativamente entre si, mas pode-se observar nitidamente a eficiéncia de
ambas as técnicas, na manifestacao dos sintomas de M. diffusa.

Da mesma maneira as médias das avaliacbes dos niveis de infeccao apresentados
pelas folhas inoculadas pelas técnicas de pincelamento e polvilhamento, ndo diferiram
significativamente entre si, mas foram significativamente menores do que as médias das

outras duas técnicas.
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Os experimentos para determinacio da técnica de inoculagdo na manifestacdo dos
sintomas de M. diffusa, em folhas destacadas, apresentados na tabela 7, comprovam a
eficiéncia da técnica usual de inoculagdo de suspensdo de patégenos foliares por
pulverizagdo. Apesar deste método de inoculagcdo apresentar a desvantagem de néao
possibilitar um controle exato da quantidade de suspensio de conidios depositada sobre
cada folha, quando comparada as técnicas de pincelamento e de gotas, sua utilizagao
mostrou ser mais simples, pratica e rapida, principalmente para a inoculagdo de um grande
numero de folhas destacadas, cujo enraizamento nos trés experimentos foi de 100%.

O problema da quantidade de indculo depositado sobre cada folha, também pode ser
observada na técnica de inoculagdo por polvilhamento. Na pulverizacdo, onde a
concentragdo de conidios € conhecida, este problema pode ser parcialmente resolvido
padronizando-se o numero de pulverizagdes por foliolo, ou seja, o volume de inéculo gasto
para pulverizar cada folha e, a distancia da folha ao bico do pulverizador, procurando assim,
uniformizar a inoculagcao de todas as folnas em um determinado experimento.

A técnica de gotas padroniza a quantidade de in6culo depositada por folha, porém é
muito trabalhosa e demorada; além disso, concentra os conidios do fungo em uma gota
levando a uma maior dificuldade em distribuir bem o inéculo por toda a superficie dos
foliolos sem provocar o escorrimento.

A técnica de pincelamento de conidios, apresentou nivel de infeccdo mais baixo do
que a técnica de gotas e mostrou maior dificuldade de distribuicdo do inéculo devido a
pilosidade apresentada pelas folhas, e deste modo tendia a acumular-se nos bordos dos
foliolos dificultando a avaliacdo dos sintomas.

Segundo DUNLEAVY (1977), MIGNUCCI e CHAMBERLAIN (1977), BUZZELL e
HASS (1978) e LOHNES e NICKELL (1994) a técnica de inoculagao por agitacdo de folhas
(polvilhamento) de cultivar suscetivel infectadas com M. diffusa € muito utilizada em seus
experimentos de campo, em inoculagbes de plantas jovens com o primeiro trifélio
expandido. Esta técnica, ndo mostrou ser muito eficiente em folhas destacadas de soja por
apresentar baixo nivel de infecgdo, pela ma distribuicdo do indculo seco sobre as folhas
destacadas e pela impossibilidade de se quantificar o nimero aproximado de conidios
inoculados.

Considerando-se as ressalvas apresentadas anteriormente, pode-se concluir que
através da inoculacao por pulverizagdo, com inoculo devidamente padronizado, de forma a
uniformizar a inoculacao de todas as folhas, € possivel comparar a reagao de plantas com
diferentes niveis de resisténcia, principalmente em trabalhos com grande quantidade de

folhas destacadas de soja.
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4.4. INFLUENCIA DAS CONDICOES AMBIENTAIS NA OCORRENCIA DA FASE
PERFEITA DO FUNGO M. diffusa

As folhas destacadas de soja inoculadas com o patdgeno, submetidas a incubagao
em temperaturas variando de 5°C a 35°C, com intervalos de 5°C, apresentaram niveis de
infeccao variaveis. Nas temperaturas extremas de 5°C e 35°C o desenvolvimento micelial
praticamente paralizou, ao passo que nas temperaturas de 10 a 30°C o seu
desenvolvimento micelial aumentou. Entretanto, em nenhuma das folhas nas placas
submetidas a variagdo de temperatura ocorreu a fase perfeita do fungo, durante todo o
periodo de observacao, que se encerrou com a senescéncia da folha.

Nos trabalhos relativos a incubacao das placas com folhas destacadas em condicbes
de fotoperiodos variando de 12, 10 e 8 horas, nao foi observada a formacéao de cleistotécio
de M. diffusa, ocorrendo apenas as estruturas vegetativas do fungo.

A reducao da umidade relativa com o uso de silica gel ndo afetou o desenvolvimento
micelial e também ndo houve a formagao das estruturas de reproducao sexual do fungo. As
folhas destacadas, submetidas a este processo, sofreram uma necrose mais rapida do que
as folhas destacadas submetidas a variacdo de temperatura e fotoperiodo.

Segundo LILLY e BARNET (1951) ndo ha um conjunto universal de condigbes
externas que permitam a frutificagdo de todos os fungos. No entanto, € conhecida a
importancia da luz, temperatura, aeracdo e umidade na reproducdo de muitos fungos
(TUITE, 1969).

Embora, durante a conducdo do experimento, o patégeno tenha sido submetido a
diferentes variagbes nas condicbes ambientais, ndo se observou a formacao das estruturas
de reproducao sexual de M. diffusa. Assim sendo, pode-se admitir a possibilidade do
patdogeno necessitar de outras condicdes que ndo as testadas, para desenvolver a fase
perfeita.

Paralelamente as observagdes realizadas em casa de vegetagdo com alta populagao
de soja FT — Estrela infectada com o patégeno foram realizados levantamentos a campo em
varias regidoes dos Campos Gerais, tanto nos periodos normais de cultivo como no periodo
de outono/inverno nao tendo sido observada a ocorréncia da fase perfeita do fungo nas
safras de 1998/99, 1999/00 e 2000/01.

Segundo comunicacgao verbal dos pesquisadores, José Tadashi Yorinori (EMBRAPA
— Londrina) e Erlei Melo Reis (Universidade de Passo Fundo) o desenvolvimento de
cleistotécio para este patdogeno é um fendbmeno relativamente raro. Alguns relatos de sua

ocorréncia em casa de vegetacéo foram encontrados nos trabalhos de PAXTON e ROGERS
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(1974), DEMSKI e PHILLIPS (1974) e McLAUGHLIN et al. (1976). No Brasil, o trabalho
desenvolvido por TANAKA et al. (1993) em casa de vegetacdo, relata a presenca de
cleistotécio do fungo M. diffusa, sendo este o Unico relato publicado, da ocorréncia do

processo sexual.

4.5 COMPARACAO DA REACAO DE CULTIVARES DE SOJA A M. diffusa, ATRAVES DA
INOCULAGAO DE FOLHAS DESTACADAS E DE FOLHAS ADERIDAS AS PLANTAS

Os dados obtidos nas avaliagdes de 10 cultivares de soja quanto ao nivel de infecgao
de M. diffusa, pelo método da folha destacada, em condicbes de casa de vegetagdo e

condi¢cdes de campo sao apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 - Reagdes de 10 cultivares de soja avaliadas quanto ao nivel de infecgdo ao oidio

em diferentes condi¢des de desenvolvimento. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola

2000/01.
_ Area Foliar Infectada®  Média - )
Cultivares MFDM C.Veg. Campo Geral Reagdo

BR-16 4,75 4,75 4,25 458 a* 2,25 AS
FT - Estrela 4,75 4,75 4,25 458 a 2,25 AS
COODETEC - 201 4,50 4,25 4,00 425 a 2,18 AS
EMBRAPA 48 3,50 3,25 2,75 3,17 b 1,91 S
BRS 133 2,67 2,75 2,25 2,54 bc 1,74 MR
FT - Jatoba 2,75 2,75 1,50 2,33 c 1,67 MR
FT-10 1,75 1,50 0,50 1,25 d 1,29 R
FT-5 1,50 1,50 0,25 1,08 de 1,21 R
IAC - 100 1,25 0,75 0,25 0,75 de 1,08 R
MG/BR-46 (CONQUISTA) 1,25 0,50 0,25 0,67 e 1,04 R

@ Medias das 4 repeticdes dos dados originais de nivel de infecgdo da area foliar, que varia de 0 = sem sintoma
a 5 = mais de 76% da area foliar infectada onde, MFDM = Método da folha destacada modificada; C.Veg. =
Casa de vegetagao.

** Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade

® Reagéo: R = Resistente; MR = Moderadamente resistente; S = Suscetivel; AS = Altamente suscetivel.

DMS Tukey 1% = 3,37; CV = 10,92 %

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo das reagbes das dez cultivares de

soja quanto ao nivel de infecgao ao oidio (M. diffusa), observamos que as cultivares BR - 16,

FT - Estrela e COODETEC - 201 se comportaram como altamente suscetiveis, EMBRAPA

48 como suscetivel, BRS 133 e FT - Jatoba como moderadamente resistentes, FT - 10, FT -

5, IAC - 100 e MG/BR - 46 (CONQUISTA) como resistentes, independentemente das

condigcdes de desenvolvimento as quais foram submetidas.



42

As avaliagdes realizadas pelo método da folha destacada e em casa de vegetagao,
ambas realizando avaliagbes em plantulas de soja, apds 17 dias de inoculagdo, mostraram
resultados bastante semelhantes.

A selecédo de cultivares de soja para a resisténcia a M. diffusa, quando realizadas
pelo método da folha destacada é facilitada por permitir o manuseio de um grande numero
de amostras em espaco fisico limitado além de ser tdo eficiente quanto os métodos
utilizando plantas em casa de vegetacdo ou em campo. A metodologia, em casa de
vegetacdo, onde as plantas ficam continuamente expostas ao indculo, em condigbes
favoraveis ao desenvolvimento da doenca, garante a eficiéncia do método. No entanto
devem ser levados em conta os cuidados necessarios na manutencéo das plantas para que
nao haja interferéncia de pragas ou outros patdgenos aliados ao uso de substrato nos vasos
que promova o crescimento adequado das plantas uma vez que o efeito nutricional pode
interferir na expressao dos sintomas.

Ao passo que, as avaliacOes realizadas ao nivel de campo, sao influenciadas pelas
variagdes condicdes ambientais e dependem das infeccbes naturais que atacam os
hospedeiros suscetiveis. Nestas condicbes, a doenga geralmente atinge o seu maximo
quando as plantas testemunhas ficam adultas.

Os dados contendo as variagdes térmicas e pluviométricas ocorridas durante o
desenvolvimento das cultivares no campo, se encontram na Tabela 40 e Figuras 18 e 19 do
Anexo.

As maiores taxas de area foliar infectada de oidio em todas as cultivares de soja
analisadas foram verificadas nas avaliagdes realizadas em folhas destacadas e nas
avaliagdes realizadas na casa de vegetacdo, o que indica que as condigbes ambientais
controlados favoreceram o desenvolvimento da doenca.

A temperatura na casa de vegetacgao oscilou entre 22 a 30°C. Segundo MIGNUCCI
et al. (1977) o fungo M. diffusa é sensivel a altas temperaturas, requerendo um controle
muito grande quando se realiza trabalhos de sele¢des de cultivares em casa de vegetacéo.
Neste trabalho o oidio desenvolveu-se abundantemente na temperatura de 18 e 24°C, mas
na temperatura de 30°C, em cultivares suscetiveis o crescimento foi prejudicado. As
cultivares resistentes nao permitiram ou n&o sdo as melhores para avaliacbes destes
parametros por serem pouco infectadas pelo patégeno.

As cultivares que apresentaram pouco sintoma da doencga nas folhas destacadas e
na casa de vegetacdo, se apresentaram como resistentes no campo, desenvolvendo pouco
ou nenhum sintoma da doenga, mesmo estando préximas a niveis elevados de indculo,

proporcionados pelas plantas da cultivar FT — Estrela infectadas de oidio. Dados
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semelhantes foram obtidos por DEMISKI e PHILLIPS (1974) em seus trabalhos, onde
observaram que as reagdes das cultivares que pareciam ser imunes no campo eram
medianamente suscetiveis na casa de vegetacdo e as cultivares que eram suscetiveis no
campo foram altamente suscetiveis na casa de vegetagao.

Segundo MIGNUCCI e LIM (1980) as cultivares de soja que sustentam baixas
populagdes do patdégeno no estadio de plantula, mas detém o desenvolvimento do patégeno
até os estadios mais tardios (chamada resisténcia de planta adulta) sdo tao valiosos quanto
as cultivares que sao resistentes em todos os estadios de desenvolvimento, especialmente
em areas onde o fungo chega tardiamente no campo. Esta preocupacao deve ser levada em
conta quando as cultivares de soja sdo avaliadas em estadios de plantula como ocorre no
método da folha destacada e teste em casa de vegetagao.

Os estudos comparativos sobre o desenvolvimento de patégenos em folhas
destacadas e em plantas inteiras tém mostrado que na maioria dos casos os dois métodos
dao resultados semelhantes em relagdo a suscetibilidade dos hospedeiros e viruléncia dos
patégenos (YARWOOD, 1946; HOYMAN, 1957; WARD,1959). Algumas diferengas, no
entanto, tem sido observadas com relagdo a intensidade de doencga registrada nestes dois
métodos de inoculacdo de patogenos foliares (YARWOOD, 1946).

Foram realizados estudos de correlacdo envolvendo as trés metodologias,
obedecendo os procedimentos relatados por KEMPTHORNE (1969) e FALCONER (1977).
Os resultados obtidos mostraram que as estimativas de correlagdo entre as metodologias
empregadas apresentaram valores positivos e de alta magnitude, indicando que para
quaisquer uma das metodologias utilizadas os resultados alcangcados serdo semelhantes
(Figuras 10, 11 e 12).
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4 LABORATORIO (MFDM) x CASA DE VEGETACAO )

r=0.989

NIVEL INFECCAC

CULTIVARES

\ | O média de infecczo iBORATORIO (MFDM) O média de infeccédo CASA DE VEGETACAO;“

Figura 10 — Niveis de infecgdo de M. diffusa em 10 cultivares de soja avaliados na casa de

vegetacao e em folhas destacadas no laboratério.

Fg | CAMPO x LABORATORIO (MFDM) R
r = 0.991
:
CULTIVARES \40
NG ‘ O média de infeccao CAMPO O média de infecgdo LABORATORIO (MFDM) ‘ y

v
eis de infeccdo de M. diffusa em 10 cultivares de soja avaliados no campo e em

folhas destacadas no laboratdrio.
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CAMPO x CASA DE VEGETACAO

r=0.977

NIVEL INFECCAO

CULTIVARES

O média de infeccdo CAMPO Omédia de infeccdo CASA DE VEGETACAO

Figura 12 — Niveis de infec¢do de M. diffusa em 10 cultivares de soja avaliados no campo e

casa de vegetacéo.

A avaliagao do tipo de resisténcia de M. diffusa em cultura de soja pelo método da
folna destacada em laboratério ou no estagio de plantulas em condicbes de casa de
vegetacdo ou no estadio de planta adulta em condigcdes de campo, mostraram uma boa
correspondéncia, revelando que o método da folha destacada apresenta vantagem
principalmente sob o ponto de vista pratico.

Os estudos relacionados com a identificacdo de populagdes autégamas resistentes
e/ou tolerantes a uma modalidade de doenga fungica sdao sempre de grande importancia.
Além da identificacdo de novas fontes de resisténcia, € necessario, no futuro, conhecer o

mecanismo de resisténcia envolvidos nas relagdes patégeno-hospedeiro.

4.6 AVALIACAO DA REAGAO DE CULTIVARES DE SOJA A M. diffusa, ATRAVES DA
METODOLOGIA DA FOLHA DESTACADA MODIFICADA

A avaliagao do nivel de infecgao através da quantificacdo visual da porcentagem de
area foliar infectada, mostrou ser variavel para detectar diferengas na infecgao devida a M.
diffusa, entre as cultivares de soja avaliadas, o que permitiu separar em grupos bastante

distintos (resistente, moderadamente resistente, suscetivel e altamente suscetivel).
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Os dados originais dos dois experimentos de avaliagdes dos niveis de infecgao de M.
diffusa em 89 cultivares de soja, realizados em maio de 1998 e em abril de 1999, pelo
método da folha destacada sao apresentados respectivamente, nas Tabelas 38 e 39 do
Anexo.

O enraizamento natural das folhas destacadas observados apds 17 dias de
inoculagéo foi de aproximadamente 90%, com baixo indice de perda de parcela, o que nao
prejudicou as avaliagdes realizadas.

As médias dos resultados das avaliagdes dos niveis de infeccdo de M. diffusa, em 89

cultivares de soja, nos dois experimentos realizados, s&o apresentados na Tabela 9.
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TABELA 9 - Reacgdes de 89 cultivares de soja ao oidio avaliadas pelo Método da Folha
Destacada Modificada, em experimentos realizados em duas épocas
diferentes. Ponta Grossa — PR. 1999 e 2001

Experimentos®

Cultivar 1 > Média® Reacao®
Bragg 2,83 2,50 2,66 MR
BR-4 3,17 3,33 3,25 S
BR-16 4,83 5,00 4,91 AS
BR-30 4,33 4,17 4,25 AS
BR-36 1,17 1,00 1,09 R
BR-37 2,17 2,40 2,28 MR
BR-38 1,00 0,83 0,91 R
BR/EMGOPA-314 0,83 1,17 1,00 R
BRS-133 2,20 2,17 2,18 MR
CAC-1 2,17 2,50 2,33 MR
Campos Gerais 3,83 3,83 3,83 S
Cobb 0,83 1,17 1,00 R
COODETEC 201 4,67 4,83 4,75 AS
COODETEC 203 4,40 4,67 4,54 AS
DAVIS 3,33 3,17 3,25 S
Doko 1,17 0,83 1,00 R
Dourados 1,00 1,17 1,09 R
EMBRAPA 1 (IAC 5 RC) 0,83 0,67 0,75 R
EMBRAPA 4 (BR 4 RC) 3,50 3,83 3,67 S
EMBRAPA 9 (Bays) 1,17 1,17 1,17 R
EMBRAPA 20 (Doko RC) 0,50 0,75 0,62 R
EMBRAPA 30 4,33 4,67 4,50 AS
EMBRAPA 48 3,33 3,67 3,50 S
EMBRAPA 58 2,80 2,83 2,82 MR
EMBRAPA 59 2,67 2,50 2,59 MR
EMBRAPA 60 2,83 2,83 2,83 MR
EMBRAPA 61 3,00 2,83 2,91 MR
EMBRAPA 62 3,80 3,67 3,74 S
EMGOPA-302 2,17 2,50 2,33 MR
EMGOPA-307 0,67 0,83 0,75 R
EMGOPA-308 3,83 3,40 3,62 S
EMGOPA-315 1,00 1,00 1,00 R
FT-5 (Formosa) 0,83 1,17 1,00 R
FT-7 (Taroba) 3,17 3,33 3,25 S
FT-9 (Inaé) 3,33 3,17 3,25 S
FT-10 (Princesa) 1,17 1,17 1,17 R
FT-12 (Nissei) 1,00 0,83 0,91 R
FT-18 (Xavante) 1,17 1,17 1,17 R
FT-101 0,83 0,67 0,75 R
FT-102 4,17 4,33 4,25 AS
FT-103 2,33 2,67 2,50 MR
FT-104 0,83 1,00 0,91 R
FT-106 3,20 3,40 3,30 S
FT-107 0,67 0,83 0,75 R

continua



Tabela 9 — continuacéo

48

Experimentos®

Cultivar 1 > Média® Reac&o®
FT-108 3,33 3,83 3,58 S
FT-2000 2,00 1,67 1,84 R
FT-2005 4,17 417 417 AS
FT-Abyara 4,83 4,50 4,67 AS
FT-Cometa 2,33 2,17 2,25 MR
FT-Cristalina 4,33 4,40 4,36 AS
FT-Estrela 4,83 4,67 4,75 AS
FT-Guaira 4,50 4,67 4,58 AS
FT-lramaia 3,33 3,17 3,25 S
FT-Jatoba 2,17 2,33 2,25 MR
FT-Lider 4,33 4,67 4,50 AS
FT-Manaca 3,50 3,33 3,42 S
FT-Saray 4,33 4,50 4.41 AS
FT-Seriema 3,20 3,17 3,18 S
IAC-8 0,83 1,00 0,91 R
IAC-12 1,00 1,40 1,20 R
IAC-15 0,67 0,83 0,75 R
IAC-16 2,33 2,50 2,41 MR
IAC-17 1,00 1,17 1,09 R
IAC-18 1,00 1,00 1,00 R
IAC-19 0,83 0,67 0,75 R
IAC-100 0,67 0,50 0,59 R
IPAGRO 21 2,17 2,33 2,25 MR
KI-S 801 1,17 1,17 1,17 R
MG/BR-42 0,67 1,20 0,94 R
MG/BR-46 (Conquista) 0,67 0,83 0,75 R
MS/BR-19 (Pequi) 0,80 0,83 0,82 R
M-SQOY 6302 3,83 3,67 3,75 S
M-SQOY 7101 0,83 1,00 0,91 R
M-SQY 7701 1,00 1,00 1,00 R
OCEPAR 4-lguacu 3,50 3,33 3,41 S
OCEPAR 6 2,17 2,50 2,33 MR
OCEPAR 7-Brilhante 1,00 1,17 1,09 R
OCEPAR 8 0,67 0,75 0,71 R
OCEPAR 13 3,20 3,67 3,44 S
OCEPAR 14 4,67 4,33 4,50 AS
OCEPAR 16 2,83 2,67 2,75 MR
OCEPAR 17 4,17 4,33 4,25 AS
OCEPAR 18 4,33 4,00 4,16 AS
Parana 4,60 4,50 4,55 AS
RS 5-Esmeralda 1,17 0,83 1,00 R
RS 7-Jacui 3,33 3,17 3,25 S
Santa Rosa 3,50 3,33 3,41 S
UFV-9 2,67 2,50 2,59 MR
UFV-15 2,20 2,33 2,26 MR

(@)

Média dos dados originais de nivel de infeccdo da area foliar, que varia de 0 = sem sintoma a 5 = mais de
76% da area foliar infectada.

®) Media de 2 experimentos, cada experimento com 6 repetigdes, totalizando 12 folhas destacadas avaliadas

para cada tipo de cultivar.

© Reagédo: R = Resistente; MR = Moderadamente resistente; S = Suscetivel; AS = Altamente suscetivel.
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Segundo os resultados apresentados na Tabela 9, foram encontrados 35 cultivares
resistentes, 18 moderadamente resistentes, 19 suscetiveis e 17 altamente suscetiveis.

A metodologia de folhas destacadas de soja, citada inicialmente por REIS e KIMATI
(1974) e utilizada neste trabalho com modificagdes, mostrou ser simples, pratica, em geral,
apresentaram longo tempo de sobrevivéncia e enraizamento natural rapido, sem a
necessidade da utilizagdo de materiais mais sofisticados, solugbes nutritivas, cinetina ou
horménios para forgar o enraizamento e aumentar a longevidade das folhas destacadas.

Além disso, possibilitou a obtencdo de resultados em um espago de tempo curto e
permitiu a utilizacdao de grande numero de plantas em espago relativamente pequeno. O
controle do ambiente sendo mais facil do que no caso de plantas adultas, permitiu a
obtencao da sintomatologia desejavel, o que facilitou a separacao de plantas resistentes de
suscetiveis de maneira bastante criteriosa, comprovando todas as vantagens da utilizagcéo
desta técnica, enumeradas por YARWOOD (1946).

Com a utilizagao da metodologia padronizada para as folhas destacadas de soja, foi
possivel testar o comportamento das 89 cultivares de soja em relagdo a M. diffusa e verificar
que as reacdes de resisténcia ou suscetibilidade foram semelhantes as observadas por
YORINORI (1997b,c), EMBRAPA (1999 e 2000) em condi¢des de casa de vegetacéo e de
campo e por TANAKA et al. (1993 e 1997) sob condi¢cbes de casa de vegetacao.

A maior concordancia obtida com este método de avaliagao deve-se principalmente
ao fato das avaliagbes serem realizadas através de um indice de doenca que foi

considerado a area visivel da planta afetada pelo patégeno.

4.7. REACOES DE PLANTAS INVASORAS A INOCULACAO DE M. diffusa EM CASA DE
VEGETACAO

A gama de hospedeiros de M. diffusa que incluia a Glycine max, Glycine falcata,
Lespedeza stipulacea, Lespedeza striata, Lupinus angustifolius, Psoralea tenax, Cyamopsis
tetragonaloba, Phaseolus vulgares (Ky. “Wonder-Wax-Pale”, KY “Bush Bountiful’, “Pale Ky
wonder”), Phaseolus perennis, Pisum sativum Ky.“Burpee”, Vigna unguiculata Ky. “Black
cowpea” e “Vigna unguiculata Ky. “Prima”, quatro espécies de Caprifoliaceae, Solanaceae,
trés espécies de Desmodium spp., pode ser ampliada com a inclusdo de Galinsoga
parviflora (Figura 13), Physalis angulata (Figura 14) e Sonchus oleraceus (Figura 15), visto
que neste experimento, essas espécies testadas permitiram a coloniza¢ao do fungo e foram

confirmados através dos Postulados de Koch.
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Além destas espécies, foram verificados também a colonizagdo de M. diffusa em
Desmodium adscendens (Figura 16) e Desmodium tortuosum (Figura 17), conforme ja
relatado por BURRILL e EARLE (1987).

Figura 13 — Sintomas de oidio em Galinsoga parviflora inoculados com conidios de M.
diffusa.
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Figura 14 — Sintomas de oidio em Physalis angulata inoculados com conidios de M.
diffusa.
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Figura 15 — Sintomas de oidio em Sonchus oleraceus inoculados com conidios de M.
diffusa.



Figura 16 — Sintoma de oidio em Desmodium adscendens inoculados com conidios de M.
diffusa
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Figura 17 — Sintomas de oidio em Desmodium tortuosum inoculados com conidios de M. diffusa.

148
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THOMPSON (1951) em seu experimento relata a colonizagao do fungo M. diffusa em
tremogo azul (blue lupine), mas neste experimento, ndo foi possivel observar o seu
desenvolvimento, sendo provavel que tenha ocorrido uma infecgao latente, como observada
por PEREIRA e VALLE (1997), em seus trabalhos com plantas hospedeiras de Phomopsis
phaseoli f.sp. meridionalis.

HARTMAN et al. (1986) citam que plantas invasoras podem ser hospedeiros
alternativos, contribuindo para aumentar o indculo, permitindo a sobrevivéncia do patégeno
em sistema de rotagdo e proporcionando uma base para variagdo patogénica. Estudos
realizados por BLACK et al. (1996) reforcam essa idéia, pois ressaltam que espécies
daninhas que foram infectadas por Diaporthe phaseolorum var. caulivora (causador do
cancro da haste no norte dos E. U. A.) podem funcionar como reservatérios do patégeno, o
que teria sérias implicagbées do ponto de vista epidemioldgico.

O método de inoculagao utilizado neste estudo foi bastante severo e, provavelmente
proporcionou uma maior colonizagao do que ocorreria no campo, sob condi¢gées naturais.
Por esse motivo, espera-se que a freqléncia de infeccdo em condigcbes de campo, onde a
infeccdo ocorre principalmente a partir de conidios, seja inferior a observada
experimentalmente, mas ainda assim podera ser suficiente para a sobrevivéncia do
patégeno, na auséncia do hospedeiro principal. Estudos adicionais em condi¢des de campo
poderao fornecer informagdes mais precisas.

As espécies de plantas invasoras que foram colonizadas por M. diffusa, comegaram
a apresentar os sinais do patdégeno préximo a fase de florescimento se estendendo até a
fase de producao de sementes.

Durante os trabalhos para a realizagdo do Postulado de Koch, foi observado que o
fungo se desenvolveu mais acentuadamente na face adaxial da folha das plantas invasoras,
dado este também observado quando o fungo foi inoculado na soja, independente da
concentragdo de inoculo pulverizada.

Os isolados obtidos das plantas invasoras colonizadas mantiveram as caracteristicas
de patogenicidade a soja. Estas plantas invasoras podem ser consideradas como
mantenedoras do inéculo na entre safra e fonte de indculo na safra.

A constatacao da infeccao latente ndo é uma prova definitiva de que essas plantas
comportar-se-d0 como hospedeiras eficientes do patégeno no campo, mas sim que estas
podem favorecer a sobrevivéncia de M. diffusa se utilizadas em rotagdo com a soja.

Ha necessidade de mais estudos com relacdo a M. diffusa quer usando isolados de
origens diversas, quer utilizando hospedeiros diferentes, a fim de melhor conhecer-se o

efeito do hospedeiro na patogenicidade do fungo, principalmente no sentido de pesquisar,
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ou o tipo de adaptagdo ou a modificagdo que possa ocorrer no complexo patégeno-

hospedeiro, pois trata-se de um fungo parasita obrigatdrio.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusoes:

1 A metodologia da folha destacada modificada mostrou-se pratica e eficiente na avaliagcao
de reacbes de cultivares de soja a M. diffusa e recomenda-se seu uso em testes

preliminares de avaliacdo de resisténcia.

2 As concentracdes de indculo de 1,5 x 107 e 1,5 x 10 conidios por mililitro foram as mais

eficientes para obtengéo de niveis mais elevados de infec¢ao foliar, em folhas destacadas.

3 A inoculacdo de M. diffusa na superficie adaxial das folhas possibilitou um

desenvolvimento mais expressivo, independente da concentragao de conidios utilizada.

4 A utilizacdo das folhas de soja nos estadios V, e V3, permitiram a melhor avaliagdo dos

niveis de infecgao causados pelo M. diffusa.

5 As folhas de soja nos estadios V4, V2 e V; apresentaram maior longevidade associada a

um rapido enraizamento natural.

6 A inoculagao das folhas destacadas através de pulverizagdo do inéculo mostrou ser mais

pratica e eficiente do que as inoculagdes por gotejamento, pincelamento e polvilhamento.

7 As plantas-daninhas picdo branco (Galinsoga parviflora), bucho-de-ra (Physalis angulata)
e serralha (Sonchus oleraceus) sao relatadas pela primeira vez como hospedeiras de M.

diffusa.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do Método da Folha Destacada Modificado (MFDM) pela sua eficiéncia e
praticidade na triagem de resisténcia de cultivares de soja a Microsphaera diffusa podera ser
uma ferramenta bastante util ao fitopatologista e melhorista. Em fungédo dos resultados do
MFDM, que nao diferiram estatisticamente dos obtidos em casa de vegetagdo e campo
sugere-se que novos experimentos sejam realizados avaliando-se a possibilidade de
eliminar, em alguns casos, os testes de casa de vegetacdo. Vé-se, como bastante
promissor, o MFDM para o estudo de ragas do patégeno, onde as condi¢cbes “in vitro”
permitem uma melhor assepsia do que em casa de vegetagdo, portanto com menores
chances de contaminagdes, permitindo o0 manuseio simultdneo de um grande numero de
isolados, com maior seguranca.

A constatacao de M. diffusa em plantas da vegetacdo espontinea justifica a
instalacdo de ensaios regionais nos locais de produgao da soja, no sentido de se avaliar a
importancia das espécies, sua prevaléncia e periodicidade o que evidenciaria o seu papel
como fonte de inéculo do patégeno na safra e sua manutencdo na entre-safra. Estudos
sobre a ocorréncia do processo sexual do fungo nestas espécies devem prosseguir, para
que a epidemiologia deste patdgeno no Brasil, possa ser bem estabelecida, contribuindo

para a elaboracdo de medidas de controle adequadas.
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Tabela 10 - Influéncia da concentracdo de conidios de M. diffusa, na manifestacdo dos
sintomas, em folhas destacadas de soja. Ponta Grossa,PR. Dezembro/1997

(dados originais dos niveis de infecgao).

Concentracao Repeticoes
Média

(conidios/ml) I Il i \Y \% VI

testemunha 0 0 0 0 0 0 0,00
1,5 x 10* 0 1 1 0 1 1 0,67
1,5x 10° 2 2 1 2 1 1 1,50
1,5 x 10° 2 2 2 3 2 2 2,17
1,5 x 107 4 4 5 4 5 4 4,33
1,5 x 10° 5 5 5 4 5 5 4,83

Tabela 11 - Influéncia da concentragdo de conidios de M. diffusa, na manifestacido dos

sintomas, em folhas destacadas de soja. Ponta Grossa,PR. Dezembro/1997

(dados de nivel de infecgéo transformados em /x+0,5).

Concentracao Repeticoes _
Média
(conidios/ml) I Il i v Vv VI

testemunha 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
1,5 x 10* 0,71 1,22 1,22 0,71 1,22 1,22 1,05
1,5 x 10° 1,58 1,58 1,22 1,58 1,22 1,22 1,40
1,5 x 10° 1,58 1,58 1,58 1,87 1,58 1,58 1,63
1,5 x 107 2,12 2,12 2,35 2,12 2,35 2,12 2,20

1,5 x 10° 2,35 2,35 2,35 2,12 2,35 2,35 2,31
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Tabela 12 - Analise da varidncia da influéncia da concentracao de conidios de M. diffusa, na

manifestacao dos sintomas, em folhas destacadas de soja. Ponta Grossa,PR.

Dezembro/1997.
Causas de Variagéo GL SQ QM F
Tratamento 5 11,89 2,38 118,9**
Residuo 30 0,73 0,02
Total 35 12,62
CV=912% média = 1,55

DMS Tukey 1% = 0,31 (para médias das concentragdes)
(**) = significativo a 1% de probabilidade

Tabela 13 - Influéncia da superficie da folha inoculada e da concentragado de conidios de M.

diffusa, na manifestacdo dos sintomas, em folhas destacadas de soja. Ponta

Grossa,PR. Dezembro/1998 (dados originais dos niveis de infecgcao).

Concentracdo Superf. Repeticoes o
(conidios/ml) Inoc. I Il i v \ Vi Media
testemunha  adaxial 0 0 0 0 0 0 0,00

abaxial 0 0 0 0 0 0 0,00
1,5x10*  adaxial 1 0 1 1 1 1 0,83
abaxial 0 0 0 0 0 0 0,00
1,5 x 10° adaxial 1 0 2 2 2 1 1,33
abaxial 0 1 1 0 1 0 0,50
1,5x10°  adaxial 2 3 2 2 2 3 2,33
abaxial 1 1 1 1 2 1 1,17
1,5 x 10’ adaxial 5 4 4 5 4 4 4,33
abaxial 3 2 3 3 2 2 2,50
1,5 x 10® adaxial 5 5 4 4 5 5 4,67
abaxial 3 3 2 3 3 2 2,67




68

Tabela 14 - Influéncia da superficie da folha inoculada e da concentragao de conidios de M.

diffusa, na manifestacdo dos sintomas, em folhas destacadas de soja. Ponta

Grossa,PR. Dezembro/1998 (dados de nivel de infecgdo transformados em

JXx+05).

Concentracdo Superf. Repeticoes o
(conidios/ml) Inoc. I Il 1] v Vv VI Media
testemunha  adaxial 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71

abaxial 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
1,5 x 10* adaxial 1,22 0,71 1,22 1,22 1,22 1,22 1,13
abaxial 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
1,5x 10° adaxial 1,22 0,71 1,58 1,58 1,58 1,22 1,31
abaxial 0,71 1,22 1,22 0,71 1,22 0,71 0,97
1,5 x 10° adaxial 1,58 1,87 1,58 1,58 1,58 1,87 1,68
abaxial 1,22 1,22 1,22 1,22 1,58 1,22 1,28
1,5 x 10’ adaxial 2,35 2,12 2,12 2,35 2,12 2,12 2,20
abaxial 1,87 1,58 1,87 1,87 1,58 1,58 1,73
1,5 x 10® adaxial 2,35 2,35 2,12 2,12 2,35 2,35 2,27
abaxial 1,87 1,87 1,58 1,87 1,87 1,58 1,77

Tabela 15 - Analise de variancia da influéncia da superficie da folha inoculada e da

concentragcao de conidios de M. diffusa, na manifestacdo dos sintomas, em

folhas destacadas de soja. Ponta Grossa,PR. Dezembro/1998.

Causas de variagéo GL SQ QM F

Conc. de Conidios (C) 18,10 3,62 119,62**
Superficies (S) 2,19 2,19 72,52**
Interagéo (C x S) 0,47 0,09 3,08™°
(Tratamentos) | an (20,76)
Residuo 60 1,76 0,05

Total 71 22,52

CV = 12,64% média = 1,38

DMS Tukey 1% = 0,25 (para as médias de conc. de conidios)

DMS Tukey 1% = 0,17 (para as médias de superficies)

(**) = significativo a 1% de probabilidade
(n.s.) = ndo significativo
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Tabela 16 - Nivel de infecgdo de M. diffusa por foliolo em folhas destacadas de soja em
diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1998

(dados originais dos niveis de infecgao).

Estadio de Repeticoes .
Média
Desenvolvimento® I I 1l W, Vv VI
V4 5 5 4 3 5 5 4,50
V, 4 4 4 5 4 5 4,33
Vs 4 4 4 5 4 4 417
V4 3 2 3 3 2 2 2,50
Vs 2 2 2 2 2 0 1,67

® (V1) = Primeiro no; folhas unifoliadas abertas de soja cv. FT — Estrela; (V2) = Segundo né; primeiro trifélio
aberto; (V3) = Terceiro nd; segundo trifélio aberto; (V4) = Quarto no; terceiro trifdlio aberto; (Vs) = Quinto no;
quarto trifélio aberto.

Tabela 17 - Nivel de infeccdo de M. diffusa por foliolo em folhas destacadas de soja em

diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1998

(dados de nivel de infecgéo transformados em /x+0,5).

Estadio de Repeticoes
Média
Desenvolvimento® [ Il 1l Wi Y, VI

V4 2,35 2,35 2,12 1,87 2,35 2,35 2,23 a
V, 2,12 212 2,12 2,35 2,12 2,35 2,20 a
Vs 2,12 212 2,12 2,35 2,12 2,12 2,16 a
V, 1,87 1,58 1,87 1,87 1,58 1,58 1,73b
Vs 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58 0,71 1,44 b

@ (V;) = Primeiro né; folhas unifoliadas abertas de soja cv. FT — Estrela; (V2) = Segundo né; primeiro trifélio
aberto; (V3) = Terceiro no; segundo trifélio aberto; (V4) = Quarto né; terceiro trifélio aberto; (Vs) = Quinto no;
quarto trifélio aberto.
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Tabela 18 - Analise da variancia do nivel de infeccdo de M. diffusa por foliolo em folhas

destacadas de soja em diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta

Grossa, PR. Fevereiro/1998.

Causas de Variagéo GL SQ QM F
Tratamento 4 2,99 0,75 18,75**
Residuo 25 1,07 0,04

Total 29 4,06
CV=10,26 % média = 1,95

DMS Tukey 1% = 0,41 (para médias das concentragdes)
(**) = significativo a 1% de probabilidade

Tabela 19 - Nivel de infeccdo de M. diffusa por foliolo em folhas destacadas de soja em

diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta Grossa, PR. Abril/1998 (dados

originais dos niveis de infecgao).

Estadio de Repeticdes _
Média
Desenvolvimento® | I Il IV V VI
Vi 5 5 3 5 3 5 4,33
Vs, 5 4 4 4 5 4 4,33
Vs 4 4 4 5 4 4 4,17
V4 3 3 2 2 3 3 2,67
Vs 1 2 2 2 2 2 1,83

@ (V;) = Primeiro né; folhas unifoliadas abertas de soja cv. FT — Estrela; (V2) = Segundo no; primeiro trifélio
aberto; (V3) = Terceiro nd; segundo trifélio aberto; (V) = Quarto no; terceiro trifélio aberto; (Vs) = Quinto no;

quarto trifélio aberto.
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Tabela 20 - Nivel de infecgdo de M. diffusa por foliolo em folhas destacadas de soja em

diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta Grossa, PR. Abril/1998 (dados

de nivel de infecgdo transformados em /x+0,5).

Estadio de Repeticdes _
Média
Desenvolvimento® I Il I \Y \Y VI

A 2,35 2,35 1,87 2,35 1,87 2,35 2,19 a
V, 2,35 2,12 2,12 2,12 2,35 2,12 2,19 a
V3 2,12 2,12 2,12 2,35 2,12 2,12 2,16 a
V, 1,87 1,87 1,58 1,58 1,87 1,87 1,77 b
Vs 1,22 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58 1,52b

@ (V4) = Primeiro nd; folhas unifoliadas abertas de soja cv. FT — Estrela; (V2) = Segundo né; primeiro trifolio
aberto; (V3) = Terceiro nd; segundo trifélio aberto; (V) = Quarto no; terceiro trifélio aberto; (Vs) = Quinto no;

quarto trifélio aberto.

Tabela 21 - Analise da variancia do nivel de infecgdo de M. diffusa por foliolo em folhas

destacadas de soja em diferentes estadios de desenvolvimento. Ponta

Grossa, PR. Abril/1998.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamento 4 2,26 0,57 19,00**
Residuo 25 0,64 0,03

Total 29 2,90
CV=879% média = 1,97

DMS Tukey 1% = 0,36 (para médias das concentragdes)
(**) = significativo a 1% de probabilidade
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Tabela 22 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na
manifestacao dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1998

(dados originais dos niveis de infecgao).

Repeticdes

Técnica de Inoculacdo® Média
I I 1l v V VI

A 5 4 5 5 4 5 4,67

B 4 5 5 4 4 5 4,50

@ (A) = Pulverizagao de suspensao liquida; (B) = Gotejamento de suspenséo liquida.

Tabela 23 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na

manifestacao dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1998

(dados de nivel de infecgéo transformados em /x +0,5).

. Repeticdes _
Técnica de Inoculagdo® Média
I Il " v \% VI
A 2,35 2,12 2,35 2,35 2,12 2,35 2,27
B 2,12 2,35 2,35 2,12 2,12 2,35 2,23

@ (A) = Pulverizagdo de suspensao liquida; (B) = Gotejamento de suspensao liquida.

Tabela 24 - Analise da variancia da influéncia da técnica de inoculacéo de folhas destacadas

de soja na manifestagcdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR.

Fevereiro/1998.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamento 1 0,01 0,01 0,5™%
Residuo 10 0,15 0,02
Total 11 0,16
CV=6,29% média = 2,25

(n.s.) = ndo significativo
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Tabela 25 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na
manifestacao dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1999

(dados originais dos niveis de infecgao).

Repeticdes

Técnica de Inoculacdo® Média
I I 1l v V VI

A 4 5 4 4 5 5 4,50

B 5 4 4 4 4 4 4,17

@ (A) = Pulverizacdo de suspensao liquida; (B) = Gotejamento de suspensao liquida.

Tabela 26 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na

manifestacdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Fevereiro/1999

(dados de nivel de infecgdo transformados em /x+0,5).

Repeticoes
Técnica de Inoculagdo® Média
I Il " v \% VI
A 2,12 2,35 2,12 2,12 2,35 2,35 2,23
B 2,35 2,12 2,12 2,12 2,12 2,12 2,16

@ (A) = Pulverizagdo de suspensao liquida; (B) = Gotejamento de suspensao liquida.

Tabela 27 - Analise da variancia da influéncia da técnica de inoculacéo de folhas destacadas

de soja na manifestagdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR.

Fevereiro/1999.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamento 1 0,02 0,02 2 s
Residuo 10 0,13 0,01
Total 11
CV=455% média = 2,20

(n.s.) = ndo significativo
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Tabela 28 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na
manifestacdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Janeiro/2001

(dados originais dos niveis de infecgao).

Repeticdes

Técnica de Inoculacdo® Média
I | 1" v \% VI
A 5 4 4 5 5 4 4,50
B 4 5 5 4 4 4 4,33
C 2 3 3 2 2 2 2,33
D 2 1 1 2 2 2 1,67

@ (A) = Pulverizacdo de suspensdo liquida; (B) = Gotejamento de suspenso liquida; (C) = Pincelamento de
suspensao liquida; (D) = Agitagao de folhas infectadas (polvilhamento).

Tabela 29 - Influéncia da técnica de inoculacdo de folhas destacadas de soja na

manifestacdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR. Janeiro/2001

(dados de nivel de infecgao transformados em /x+0,5).

Repeticoes
Técnica de Inoculagdo® Média
I Il " v \% VI
A 2,35 2,12 2,12 2,35 2,35 2,12 2,23
B 2,12 2,35 2,35 2,12 2,12 2,12 2,20
C 1,58 1,87 1,87 1,58 1,58 1,58 1,68
D 1,58 1,22 1,22 1,58 1,58 1,58 1,46

@ (A) = Pulverizacdo de suspensdo liquida; (B) = Gotejamento de suspensdo liquida; (C) = Pincelamento de
suspensao liquida; (D) = Agitacao de folhas infectadas (polvilhamento).

Tabela 30 - Analise da varidncia da influéncia da técnica de inoculacéo de folhas destacadas

de soja na manifestagdo dos sintomas de M. diffusa. Ponta Grossa, PR.

Janeiro/2001.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamento 3 2,66 0,89 44 50**
Residuo 20 0,43 0,02
Total 23 3,09
CV=748% média = 1,89

DMS Tukey 1% = 0,30 (para médias das concentragdes)
(**) = significativo a 1% de probabilidade
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Tabela 31 - Reagao de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas pelo método da

folha destacada. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados originais de

nivel de infecgao).

Repeticoes®

Cultivar Média
1 2 3 4
BR-16 5 4 5 4,75
BRS-133 2 3 3 - 2,67
COODETEC 201 4 5 5 4 4,50
EMBRAPA 48 3 3 4 4 3,50
FT-5 (Formosa) 1 2 1 2 1,50
FT-10 (Princesa) 1 2 2 2 1,75
FT-Estrela 5 5 4 5 4,75
FT-Jatoba 3 2 3 3 2,75
IAC-100 1 1 2 1 1,25
MG/BR-46 (Conquista) 1 1 1 2 1,25

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar

Tabela 32 - Reagao de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas pelo método da
folha destacada. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados de nivel de

infecgao transformados em /x+0,5).

Amostra Cultivar Repetioes™ Média
1 2 3 4
1 BR-16 2,35 2,12 2,35 2,35 2,29
2 BRS-133 1,58 1,87 1,87 - 1,77
3 COODETEC 201 2,12 2,35 2,35 2,12 2,24
4 EMBRAPA 48 1,87 1,87 2,12 2,12 2,00
5 FT-5 (Formosa) 1,22 1,58 1,22 1,58 1,40
6 FT-10 (Princesa) 1,22 1,58 1,58 1,58 1,49
7 FT-Estrela 2,35 2,35 2,12 2,35 2,29
8 FT-Jatoba 1,87 1,58 1,87 1,87 1,80
9 IAC-100 1,22 1,22 1,58 1,22 1,31
10 MG/BR-46 (Conquista) 1,22 1,22 1,22 1,58 1,31

@ Nivel de infeccgo (NI) da area foliar
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Tabela 33 - Reagdo de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas na casa de

vegetacdo. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados originais de nivel

de infecgéo).

Repeticoes®

Cultivar Média
1 2 3 4
BR-16 4 5 5 5 4,75
BRS-133 3 2 3 3 2,75
COODETEC 201 4 5 4 4 4,25
EMBRAPA 48 3 3 3 4 3,25
FT-5 (Formosa) 1 2 2 1 1,50
FT-10 (Princesa) 1 2 2 1 1,50
FT-Estrela 4 5 5 5 4,75
FT-Jatoba 3 2 3 3 2,75
IAC-100 1 1 1 0 0,75
MG/BR-46 (Conquista) 1 0 0 1 0,50

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar

Tabela 34 - Reagdo de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas na casa de

vegetacdo. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados de nivel de

infecgao transformados em /x+0,5).

Repeticoes®

Cultivar Média
1 2 3 4

BR-16 212 2,35 2,35 2,35 2,29
BRS-133 1,87 1,58 1,87 1,87 1,80
COODETEC 201 2,12 2,35 2,12 2,12 2,18
EMBRAPA 48 1,87 1,87 1,87 2,12 1,93
FT-5 (Formosa) 1,22 1,58 1,58 1,22 1,40
FT-10 (Princesa) 1,22 1,58 1,58 1,22 1,40
FT-Estrela 2,12 2,35 2,35 2,35 2,29
FT-Jatoba 1,87 1,58 1,87 1,87 1,80
IAC-100 1,22 1,22 1,22 0,71 1,09
MG/BR-46 (Conquista) 1,22 0,71 0,71 1,22 0,96

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar
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Tabela 35 - Reagao de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas no campo. Ponta

Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados originais de nivel de infecgao).

Repeticoes®

Cultivar Média
1 2 3 4
BR-16 4 4 4 5 4,25
BRS-133 2 3 2 2 2,25
COODETEC 201 4 4 4 4 4,00
EMBRAPA 48 3 3 2 3 2,75
FT-5 (Formosa) 0 1 0 0 0,25
FT-10 (Princesa) 0 1 1 0 0,50
FT-Estrela 4 5 4 4 4,25
FT-Jatoba 2 1 1 2 1,50
IAC-100 0 0 1 0 0,25
MG/BR-46 (Conquista) 1 0 0 0 0,25

@ Nivel de infeccgo (NI) da area foliar

Tabela 36 - Reacgao de 10 cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas no campo. Ponta

Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01 (dados de nivel de infecgao transformados

em \/TOS )-
Repeticoes®
Cultivar Média
1 2 3 4

BR-16 2,12 2,12 2,12 2,35 2,18
BRS-133 1,58 1,87 1,58 1,58 1,65
COODETEC 201 2,12 2,12 2,12 2,12 2,12
EMBRAPA 48 1,87 1,87 1,58 1,87 1,80
FT-5 (Formosa) 0,71 1,22 0,71 0,71 0,84
FT-10 (Princesa) 0,71 1,22 1,22 0,71 0,96
FT-Estrela 2,12 2,35 2,12 2,12 2,18
FT-Jatoba 1,58 1,22 1,22 1,58 1,40
IAC-100 0,71 0,71 1,22 0,71 0,84
MG/BR-46 (Conquista) 1,22 0,71 0,71 0,71 0,84

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar
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Tabela 37 - Andlise da variancia de reagbes de dez cultivares de soja avaliadas quanto ao

nivel de infeccdo ao oidio

desenvolvimento. Ponta Grossa — PR. Ano Agricola 2000/01.

(M. diffusa) em diferentes condicbes de

Causas de Variacao GL SQ QM F
Ambiente (A) 2 2,07 1,03 31,42*
Cultivar (C) 9 25,14 2,79 84,91**
Interagéo (A x C) 18 0,97 0,05 1,65
(Tratamentos) (29) | (2818
Residuo 89 2,93 0,03

Total 118 31,13
CV =10,92%

DMS Tukey 1% = 3,37
(**) = significativo a 1% de probabilidade
(™*') = nao significativo
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Tabela 38 - Reagao das cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas pelo método da

folha destacada, em experimento realiza em maio/1998. Ponta Grossa — PR.

Repeticdes®
Cultivar Média
1 2 3 4 5 6
Bragg 2 3 2 3 3 4 2,83
BR-4 3 3 3 4 3 3 3,17
BR-16 5 5 4 5 5 5 4,83
BR-30 4 5 3 4 5 5 4,33
BR-36 2 0 1 1 2 1 1,17
BR-37 2 3 3 1 3 1 2,17
BR-38 1 1 2 1 0 1 1,00
BR/EMGOPA-314 1 1 0 1 1 1 0,83
BRS-133 3 2 3 1 2 - 2,20
CAC-1 2 2 3 2 2 2 2,17
Campos Gerais 5 4 4 3 4 3 3,83
Cobb 1 2 1 0 1 0 0,83
COODETEC 201 5 5 3 5 5 5 4,67
COODETEC 203 5 4 4 5 - 4 4,40
DAVIS 4 2 4 4 2 4 3,33
Doko 2 0 2 1 0 2 1,17
Dourados 1 0 1 1 2 1 1,00
EMBRAPA 1 (IAC 5 RC) 1 0 1 1 1 1 0,83
EMBRAPA 4 (BR 4 RC) 3 3 5 3 4 3 3,50
EMBRAPA 9 (Bays) 2 1 1 0 2 1 1,17
EMBRAPA 20 (Doko RC) 1 1 0 0 0 1 0,50
EMBRAPA 30 5 4 4 5 4 4 4,33
EMBRAPA 48 3 4 3 3 4 3 3,33
EMBRAPA 58 3 2 3 - 3 3 2,80
EMBRAPA 59 3 3 1 3 3 3 2,67
EMBRAPA 60 4 3 2 3 1 4 2,83
EMBRAPA 61 3 3 3 3 3 3 3,00
EMBRAPA 62 5 4 - 3 4 3 3,80
EMGOPA-302 2 3 2 2 2 2 2,17
EMGOPA-307 1 0 1 1 0 1 0,67

@ Nivel de infeccgo (NI) da area foliar

continua
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Repeticdes®
Cultivar Média
1 2 3 4 5 6
EMGOPA-308 4 5 4 3 3 4 3,83
EMGOPA-315 2 0 1 1 2 0 1,00
FT-5 (Formosa) 1 0 1 1 1 1 0,83
FT-7 (Taroba) 4 3 4 2 2 4 3,17
FT-9 (Inaé) 4 4 2 2 4 4 3,33
FT-10 (Princesa) 1 2 1 2 1 0 1,17
FT-12 (Nissei) 2 1 1 1 0 1 1,00
FT-18 (Xavante) 1 1 1 1 2 1 1,17
FT-101 1 1 1 1 0 1 0,83
FT-102 3 4 3 5 5 5 4,17
FT-103 3 1 3 3 3 1 2,33
FT-104 1 1 1 0 1 1 0,83
FT-106 3 4 3 - 3 3 3,20
FT-107 1 0 1 1 0 1 0,67
FT-Cristalina 4 4 5 5 4 4 4,33
FT-Estrela 5 5 5 4 5 5 4,83
FT-Guaira 4 5 5 4 5 4 4,50
FT-Iramaia 4 4 2 4 2 4 3,33
FT-Jatoba 3 2 2 1 2 3 2,17
FT-Lider 5 3 5 5 4 3 4,33
FT-Manaca 4 3 3 5 3 3 3,50
FT-Saray 5 5 3 4 4 5 4,33
FT-Seriema 3 3 2 4 4 - 3,20
IAC-8 1 2 1 1 0 0 0,83
IAC-12 1 1 1 1 1 1 1,00
IAC-15 1 0 1 1 0 1 0,67
IAC-16 3 2 2 3 2 2 2,33
IAC-17 2 1 1 0 2 0 1,00
IAC-18 2 1 1 0 1 1 1,00
IAC-19 1 0 1 1 1 1 0,83

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar

continua
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Repeticdes®
Cultivar Média
1 2 3 4 5 6

IAC-100 1 0 1 1 0 1 0,67
IPAGRO 21 3 2 2 1 2 3 217
KI-S 801 1 2 1 1 1 1 1,17
MG/BR-42 1 2 1 0 0 0 0,67
MG/BR-46 (Conquista) 1 1 0 1 1 0 067
MS/BR-19 (Pequi) 0 1 1 - 1 1 0,80
M-SQOY 6302 4 4 3 4 4 4 3,83
M-SOY 7101 0 2 1 1 1 0 0,83
M-SOY 7701 1 1 1 1 1 1 1,00
OCEPAR 4-lguagu 4 3 3 3 5 3 3,50
OCEPAR 6 2 2 2 3 2 2 2,17
OCEPAR 7-Brilhante 1 0 1 1 1 2 1,00
OCEPAR 8 1 1 0 1 0 1 0,67
OCEPAR 13 - 4 2 4 2 4 3,20
OCEPAR 14 5 5 5 3 5 5 4,67
OCEPAR 16 4 3 3 2 2 3 2,83
OCEPAR 17 4 4 4 4 4 5 4,17
OCEPAR 18 3 4 5 5 5 3 4,33
Parana 5 - 4 4 5 5 4,60
RS 5-Esmeralda 1 1 1 1 1 2 1,17
RS 7-Jacui 4 3 3 3 3 4 3,33
Santa Rosa 4 4 4 4 3 2 3,50
UFV-9 3 4 3 2 2 2 2,67
UFV-15 2 - 3 2 2 2 2,20

@ Nivel de infecgdo (NI) da area foliar
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Tabela 39 - Reagao das cultivares de soja ao oidio (M. diffusa) avaliadas pelo método da

folha destacada, em experimento realizado em abril/1999. Ponta Prossa-PR.

Repeticdes®
Cultivar Média
1 2 3 4 5 6
Bragg 1 3 3 2 3 3 2,50
BR-4 4 3 3 2 4 4 3,33
BR-16 5 5 5 5 5 5 5,00
BR-30 3 4 5 5 4 4 4,17
BR-36 1 1 2 1 0 1 1,00
BR-37 3 3 - 2 1 3 2,40
BR-38 1 0 1 1 1 1 0,83
BR/EMGOPA-314 1 1 2 1 1 1 1,17
BRS-133 3 1 2 3 2 2 2,17
CAC-1 3 3 2 3 1 3 2,50
Campos Gerais 3 5 4 4 4 3 3,83
Cobb 1 2 2 1 1 0 1,17
COODETEC 201 5 5 4 5 5 5 4,83
COODETEC 203 4 5 5 5 4 5 4,67
DAVIS 4 2 3 2 4 4 3,17
Doko 1 0 1 1 1 1 0,83
Dourados 1 0 0 2 2 2 1,17
EMBRAPA 1 (IAC 5 RC) 1 0 1 1 1 0 0,67
EMBRAPA 4 (BR 4 RC) 3 4 4 5 3 4 3,83
EMBRAPA 9 (Bays) 1 1 1 2 1 1 1,17
EMBRAPA 20 (Doko RC) 1 0 1 1 - - 0,75
EMBRAPA 30 4 5 5 5 4 5 4,67
EMBRAPA 48 4 4 4 3 3 4 3,67
EMBRAPA 58 2 3 2 3 3 4 2,83
EMBRAPA 59 3 2 1 3 3 3 2,50
EMBRAPA 60 2 3 4 3 2 3 2,83
EMBRAPA 61 4 3 3 2 2 3 2,83
EMBRAPA 62 4 4 4 3 4 3 3,67
EMGOPA-302 2 3 3 3 3 1 2,50
EMGOPA-307 1 0 1 1 1 1 0,83

@ Nivel de infeccgo (NI) da area foliar
continua
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Repeticdes®
Cultivar Média
1 2 3 4 5 6
EMGOPA-308 - 4 3 2 4 4 3,40
EMGOPA-315 0 1 1 2 1 1 1,00
FT-5 (Formosa) 1 1 1 1 2 1 1,17
FT-7 (Taroba) 3 2 4 4 4 4 3,33
FT-9 (Inaé) 4 4 2 3 3 3 3,17
FT-10 (Princesa) 2 1 0 0 2 2 1,17
FT-12 (Nissei) 1 2 1 1 0 0 0,83
FT-18 (Xavante) 2 1 1 1 1 1 1,17
FT-101 0 1 1 0 1 1 0,67
FT-102 4 3 5 4 5 5 4,33
FT-103 3 4 3 2 2 2 2,67
FT-104 1 2 1 1 0 1 1,00
FT-106 3 4 4 3 3 - 3,40
FT-107 1 1 0 1 1 1 0,83
FT-108 4 5 4 3 3 4 3,83
FT-2000 2 1 1 2 2 2 1,67
FT-2005 4 5 4 4 4 4 4,17
FT-Abyara 4 5 5 4 5 4 4,50
FT-Cometa 2 2 3 2 2 2 2,17
FT-Cristalina 5 4 4 - 4 5 4,40
FT-Estrela 5 5 5 4 4 5 4,67
FT-Guaira 5 4 5 5 5 4 4,67
FT-lramaia 4 2 3 2 4 4 3,17
FT-Jatoba 2 2 1 3 3 3 2,33
FT-Lider 5 4 4 5 5 5 4,67
FT-Manaca 3 2 3 4 4 4 3,33
FT-Saray 5 4 4 4 5 5 4,50
FT-Seriema 4 3 3 3 3 3 3,17
IAC-8 0 1 1 1 1 2 1,00

@ Nivel de infecgdo (NI) da area foliar

continua
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Cultivar Repetites Média
1 2 3 4 5 6

IAC-12 2 1 1 2 - 1 1,40
IAC-15 0 1 1 2 0 1 0,83
IAC-16 3 1 3 2 3 3 2,50
IAC-17 1 1 1 1 1 2 1,17
IAC-18 1 1 1 1 1 1 1,00
IAC-19 1 0 0 1 1 1 0,67
IAC-100 0 1 1 1 0 1 0,50
IPAGRO 21 3 2 3 3 2 1 2,33
KI-S 801 1 1 1 1 2 1 1,17
MG/BR-42 2 2 - 1 0 1 1,20
MG/BR-46 (Conquista) 1 0 1 1 1 1 0,83
MS/BR-19 (Pequi) 0 0 1 1 2 1 0,83
M-SQOY 6302 4 3 4 3 4 4 3,67
M-SQOY 7101 1 0 1 1 1 2 1,00
M-SQY 7701 1 1 1 - 1 1 1,00
OCEPAR 4-Iguagu 3 4 3 3 3 4 3,33
OCEPAR 6 1 3 3 2 3 3 2,50
OCEPAR 7-Brilhante 1 1 1 1 2 1 1,17
OCEPAR 8 0 1 - - 1 1 0,75
OCEPAR 13 4 3 3 4 4 4 3,67
OCEPAR 14 5 5 4 4 4 4 4,33
OCEPAR 16 3 3 4 2 2 2 2,67
OCEPAR 17 5 4 4 4 5 4 4,33
OCEPAR 18 4 5 - 4 3 4 4,00
Parana 5 5 4 4 4 5 4,50
RS 5-Esmeralda 1 0 1 1 1 1 0,83
RS 7-Jacui 3 4 3 3 3 3 3,17
Santa Rosa 4 3 3 3 4 3 3,33
UFV-9 1 2 3 3 3 3 2,50
UFV-15 1 2 3 3 2 3 2,33

@ Nivel de infeccdo (NI) da area foliar



Tabela 40 — Observagbes metereoldgicas diarias, em Ponta Grossa-PR, no periodo de Setembro/2000 a Abril/2001. Ponta Grossa-PR, 2001

SETEMBRO OUTUBRO NOVEMBRO DEZEMBRO

DIA Max. Min. Prec. Max. Min. Prec. Max. Min. Prec. Max. Min. Prec.

°C °C mm °C °C mm °C °C mm °C °C mm
1 18.2 12.2 1.0 26.0 15.4 3.2 28.2 16.4 0.0 18.2 13.8 27.6
2 12.8 9.6 33.2 28.8 15.2 0.0 25.8 15.6 0.0 26.2 13.2 0.0
3 13.2 10.6 1.6 29.8 16.6 0.0 29.0 16.4 4.2 29.0 15.8 0.0
4 14.4 9.6 0.0 26.2 17.0 0.0 27.2 16.4 0.0 234 17.8 5.2
5 17.8 9.2 0.0 224 16.2 40.0 24.2 16.0 0.0 26.8 15.2 3.0
6 19.6 8.0 0.0 23.0 7.8 2.9 26.7 17.0 0.0 26.8 14.6 0.0
7 20.0 10.2 0.0 24.8 10.0 0.0 26.2 16.2 0.0 274 15.6 0.0
8 17.4 11.0 0.0 24.2 12.2 0.0 26.4 15.4 0.0 29.8 15.0 0.0
9 22.6 13.4 0.0 294 13.4 0.0 28.8 15.2 0.0 30.6 19.0 0.0
10 254 15.6 0.0 22.0 16.8 221 27.4 16.6 17.8 30.8 18.6 0.0
11 27.4 16.2 26.2 25.4 16.8 10.0 26.0 16.4 16.6 29.2 15.6 1.0
12 22.2 145 56.8 30.2 16.8 48.2 24.4 16.6 2.0 31.4 19.2 0.0
13 19.2 14.6 23.6 19.6 16.4 31.2 26.0 16.4 1.2 25.0 18.8 9.2
14 19.4 17.2 13.0 23.0 15.4 29.8 26.0 14.2 3.0 24.8 18.8 22.0
15 17.8 16.2 6.0 21.8 17.2 0.6 24.0 13.8 0.0 24.6 19.4 24.0
16 16.2 12.0 19.4 24.6 15.6 0.0 25.2 13.4 0.0 28.8 16.0 22.0
17 15.6 11.6 20.0 26.2 18.4 0.0 26.0 14.8 0.0 204 13.2 0.0
18 21.0 12.8 13.4 294 16.2 3.8 21.8 15.0 13.8 24.6 10.6 0.0
19 18.4 14.8 0.0 29.8 18.6 1.2 28.0 13.4 17.8 27.6 13.1 0.0
20 27.4 15.4 22.6 28.0 17.4 0.0 27.6 16.6 0.0 29.2 17.2 0.0
21 28.4 17.4 0.0 28.6 16.2 7.3 18.6 15.4 6.4 284 18.1 0.0
22 23.0 13.2 0.0 31.0 16.2 0.0 25.6 14.2 8.8 26.6 18.6 14
23 23.4 11.4 1.1 32.0 18.6 0.0 29.4 17.6 0.0 29.6 14.2 0.3
24 22.0 12.8 0.0 27.2 18.6 0.0 28.2 16.8 0.0 24.8 20.0 0.0
25 16.8 71 12.0 24 .4 17.6 53.2 24.2 16.1 4.4 26.0 20.0 17.8
26 14.8 5.4 0.0 26.6 18.0 0.0 23.4 14.6 20.4 31.0 17.7 1.6
27 18.6 8.6 0.0 25.6 17.4 32.6 29.6 16.0 0.0 29.0 17.8 19.6
28 23.8 11.2 0.0 26.0 13.8 0.0 304 18.4 2.2 26.4 20.0 12.6
29 26.2 14.0 0.0 23.2 13.4 0.0 254 18.4 0.0 254 17.8 27.6
30 26.4 15.0 0.0 26.2 12.0 0.0 21.0 15.4 0.3 26.2 17.8 29.8
31 27.6 15.6 0.0 26.4 15.6 0.0

20.3 12.4 249.9 26.2 15.7 286.1 26.0 15.8 118.9 26.9 16.7 224.7

continua
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Tabela 40 — (continuagao)

JANEIRO FEVEREIRO MARCO ABRIL
DIA Max. Min. Prec. Max. Min. Prec. Max. Min. Prec. Max. Min. Prec.
°C °C mm °C °C mm °C °C mm °C °C mm
1 27.2 16.6 0.0 27.2 18.6 18.0 28.2 16.9 2.6 25.8 14.6 1.8
2 28.4 15.8 0.0 28.4 19.0 9.6 28.3 17.2 0.0 27.0 12.6 6.2
3 29.0 17.0 0.0 28.8 19.6 21.8 29.4 17.8 0.0 27.4 16.6 0.0
4 28.0 14.4 0.0 26.6 19.2 21.2 29.2 18.8 0.0 27.4 17.6 0.0
5 29.8 18.6 0.0 28.0 19.7 29 27.2 18.6 18.0 27.4 16.8 0.0
6 28.0 17.8 0.0 27.2 19.2 14.6 28.4 19.0 5.2 29.0 17.6 0.0
7 30.2 17.8 2.4 29.8 20.6 1.0 28.8 18.6 27.4 24.6 18.6 0.0
8 29.2 19.2 0.0 29.6 19.7 0.0 26.8 18.6 1.4 26.6 18.6 0.0
9 29.6 18.7 0.0 294 20.2 0.0 27.2 20.0 0.2 20.8 17.9 1.6
10 28.8 19.8 0.1 29.6 18.8 0.0 28.0 18.2 254 27.6 18.0 2.0
11 21.2 17.8 3.0 29.0 19.0 6.8 27.6 17.0 0.0 27.6 15.2 0.0
12 18.6 15.4 60.6 30.0 19.8 0.0 24.8 15.0 0.0 26.0 18.2 0.0
13 23.6 16.6 31.2 27.0 18.8 1.4 28.6 18.2 0.3 25.2 14.6 0.0
14 26.2 17.6 0.0 24.8 19.4 354 29.6 19.2 0.0 24.6 12.4 0.0
15 27.8 18.8 16.0 254 18.4 28.2 30.6 19.4 34.4 25.8 14.0 0.0
16 29.0 18.0 2.8 27.8 17.6 40.6 304 19.6 1.6 25.0 15.8 0.0
17 28.9 18.6 34 26.4 17.8 0.0 29.6 17.2 0.0 23.2 15.2 0.0
18 314 20.2 0.0 26.0 19.0 22.6 24 .4 17.6 24 .4 24 .4 16.6 0.0
19 31.8 18.6 2.0 254 19.2 0.0 27.2 17.7 2.2 27.0 15.0 0.0
20 27.0 17.5 15.6 23.8 18.0 14.2 28.8 18.6 0.0 28.4 12.4 0.0
21 24.6 18.0 6.0 28.4 17.0 374 27.6 19.0 0.0 19.6 16.2 6.2
22 27.2 17.2 0.0 294 19.6 33.8 30.8 20.0 11.0 21.2 16.2 6.0
23 28.6 19.6 0.0 28.4 18.6 0.6 29.8 18.6 0.0 24.8 18.0 15.0
24 28.4 19.6 3.2 28.8 15.9 22.8 31.2 16.6 0.0 25.2 19.2 15.0
25 29.0 19.6 0.0 28.6 17.4 0.4 30.6 18.6 0.0 22.6 18.2 13.4
26 28.2 19.2 0.0 29.4 19.2 3.0 28.0 19.0 12.6 27.9 18.8 0.0
27 30.2 20.1 0.0 28.0 17.2 0.0 24 .4 18.0 0.0 27.6 15.9 0.0
28 294 20.2 4.4 27.6 16.2 0.0 25.0 18.4 4.8 28.8 16.6 0.0
29 26.4 19.6 0.0 26.8 17.4 04 26.0 15.0 0.0
30 28.8 17.4 0.2 26.0 16.8 0.0 24.0 17.6 0.0
31 27.2 19.8 24.2 27.2 17.6 0.0
27.8 18.2 175.1 27.8 18.7 336.3 28.1 18.2 171.9 25.6 16.3 67.2
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