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Dentre as principais doencas da soja, estd o cancro da haste causado por Diaporthe
phaseolorum var. meridionalis. Devido a existéncia de um dindmico programa de
melhoramento genético e de testes de linhagens, a dispersdo da doenga encontra-se sob
controle, através da utilizacdo de cultivares resistentes. Contudo, testes de avaliacdo da
reacdo da referida doenca s&o rotineiramente realizados pelos programas de melhoramento,
visto que, para liberacdo de uma nova cultivar, deve-se obrigatoriamente constar na

descricdo do VCU (Valor de Cultivo e Uso), a resisténcia a essa doenga (Yorinori, 2000).


mailto:imarino@apta.sp.gov.br
mailto:barbaro2303@hotmail.com
mailto:mticelli@apta.sp.gov.br
mailto:fbmiguel@apta.sp.gov.br
mailto:jaas@apta.sp.gov.br

www.aptaregional.sp.gov.br

Por outro lado, a utilizacdo da técnica de cultivo de folhas destacadas em estudos com
agentes de doencas 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 condigbes vigorosas por um determinado
periodo de tempo (Clinton & McCormick 1924).

Diante da importancia da cultura e da doenca, objetivou-se estudar a viabilidade da técnica
alternativa de cultivo da folha destacada em caracterizar reacfes de resisténcia e
suscetibilidade em cultivares a D. phaseolorum var. meridionalis, agente causal do cancro
da haste da soja para posterior utilizagdo em programas de melhoramento visando a

obtencéo de cultivares comerciais de soja resistentes.

Neste ensaio, testou-se 6 linhagens avancadas de soja, pertencentes ao programa de
melhoramento da FCAV/UNESP e disponibilizados a APTA- Alta Mogiana. Tais linhagens
sdo resultantes de cruzamentos biparentais realizados entre cultivares resistentes e
suscetiveis ao patdogeno. A reacdo de resisténcia dessas linhagens na geragdo F, foi
avaliada através do método do palito de dente em casa de vegetagdo, sendo que somente
as sementes F; colhidas das plantas F, resistentes foram semeadas no campo. Como
testemunhas, utilizou-se as cultivares MG/BR 46 (Conquista) classificada como resistente ao

cancro da haste, e FT-Cristalina como altamente suscetivel a doenca (Embrapa, 2005).

Desta forma, as linhagens e cultivares foram semeadas em vasos e cultivadas em casa de
vegetagdo. Parte das plantulas foram utilizadas para cultivo da folha destacada. As folhas
em V, foram destacadas da planta cortando-se o peciolo imerso em agua destilada. Em
seguida, o peciolo foi envolvido em algodao embebido com agua destilada. Folhas assim
preparadas foram colocadas em placas de Petri, contendo uma camada de algodéo
recoberta com papel de filtro umedecido com agua destilada e incubadas a 28°C e
fotoperiodo de 12 horas em camara de germinacdo (BOD) até o enraizamento. As
extremidades dos palitos foram lavadas em agua destilada, e autoclavadas, e apés,
dispostas em placas de Petri contendo o meio de cultura BDA (batata+dextrose+agar),
simultaneamente a repicagem do fungo, para que o micélio se desenvolvesse, envolvendo
os palitos. Apds 15 dias, procedeu-se a inoculagdo introduzindo-se um palito colonizado
pelo patégeno no peciolo da folha enraizada (Franco et al., 2001, Franco et al., 2009). As
placas foram posteriormente incubadas em camara tipo BOD a 28°C e fotoperiodo de 12

horas (Figura 1).
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Figura 1. Folha destacada da cultivar de soja FT- Cristalina
inoculada com Diaporthe phaseolorum var. meridionalis através

do método do palito-de-dente

O delineamento experimental para o ensaio das folhas destacadas foi o inteiramente
casualizado com dez tratamentos (6 linhagens e FT-Cristalina e MG BR 46 (Conquista)
inoculadas com o isolado CH-8 de D. phaseolorum var. meridionalis e testemunhas das
duas cultivares inoculadas sem o isolado de D. phaseolorum var. meridionalis), com 10
repeticdes. Cada parcela foi constituida por uma placa de Petri contendo duas folhas
primarias destacadas de soja.

Realizou-se seis avaliagbes semanalmente através da escala de notas variando de 0 a 5,
em que 0 = sem sintomas; 1 = tracos a 10 % de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25 % de
AFIl; 3=26 a 50 % de AFIl; 4 =51 a 75 % de AFl e 5= 76 a 100 % de AFI (Yorinori, 1997).

A outra parte das plantulas foi utilizada para avaliacdo da reacdo de plantulas em casa de
vegetacdo. A inoculacdo em V; foi feita introduzindo-se o palito colonizado no hipocétilo, a
1,5 cm abaixo do né cotiledonar. Ressalta-se que as plantulas, apés inoculacdo foram
mantidas por nebulizacéo por 72 horas e apds mediante regas diarias.

A avaliagdo dos sintomas foi efetuada semanalmente, 15 dias ap0s a inoculagéo, totalizando
6 semanas, através de escala de notas de 0 a 5, que se baseia no nivel de infeccdo (NI),
onde 0 = planta sem sintomas; 1 = tracos a 10% da planta infectada (Pl); 2 = 11 a 25% da
Pl; 3=26 a 50% da PI; 4 =51 a 75% da Pl e; 5 = 76 a 100% da Pl. Também realizou-se na
sexta avaliacdo, a contagem de plantulas sadias - PS, plantulas infectadas - Pl (plantula
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com necrose, acompanhada de clorose, murcha ou necrose de uma ou mais folhas e com
leve reducdo do desenvolvimento da parte aérea) e plantulas mortas - PM. O critério de
separacao das reacdes das cultivares foi baseada na porcentagem de plantulas mortas (%
PM). Sendo que o célculo da % PM utiliza a seguinte formula: % PM = (PM+P1/2).100/TP,
onde PM = numero de plantulas mortas; Pl = nimero de plantulas infectadas; TP = total de
plantulas inoculadas. A reacdo das cultivares foi discriminada de acordo com o0 seguinte
critério: R = resistente: 0 a 25 % PM; MR= moderadamente resistente: 26 a 50 % PM; MS =
moderadamente suscetivel: 51 a 75 % PM; S = suscetivel: 76 a 90 % PM e AS= altamente
suscetivel: acima de 90 % PM (Figura 2) (Yorinori, 1996).
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Figura 2. Sintomas observados na cultivar FT-Cristalina inoculada com
Diaporthe phaseolorum var. meridionalis pelo método do palito de dente,

e testemunha em condicdo de casa de vegetacéo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5 repeticbes para as
linhagens e cultivares inoculadas com o patdgeno e cinco repeticbes para as testemunhas,

sendo cada parcela constituida por um vaso com 5 plantulas.

Em relacao a técnica da folha destacada, constatou-se que as linhagens ndo apresentaram
diferencas significativas no nivel de infec¢do a D. phaseolorum var. meridionalis desde 14
até 49 dias apo6s a inoculacdo, sendo portanto, resistentes ao fungo. Resultados
semelhantes foram notados nas testemunhas: Conquista inoculada ou ndo com o patégeno

e FT-Cristalina ndo inoculada com o patdégeno, o que confirma a resisténcia da cultivar
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Conquista e que, as cultivares sem serem inoculadas com D. phaseolorum var. meridionalis
ndo apresentaram sintomas ocasionados pela contaminacdo com outros patdégenos. Por
outro lado, elevados niveis de infec¢do obtidos nas folhas destacadas da cultivar FT-
Cristalina inoculada com o fungo, denota alta suscetibilidade da mesma, além de, uma boa

precisdo experimental.

Na Figura 3 estédo apresentados os resultados das avaliagcdes do nivel de infeccdo em casa
de vegetacao.
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Figura 3. Niveis de infeccdo obtidos em seis avaliaces de
linhagens de soja cultivadas, em condi¢des de casa de vegetacdao,
inoculadas com D. phaseolorum var. meridionalis (Dpm) pelo

método do palito-de-dente colonizado.

Nota-se que na 1% avaliacédo, exceto para a FT-Cristalina inoculada com o patégeno, ndo
foram observados sintomas da doenca. As linhagens comportaram-se como resistentes ao
patdgeno, uma vez que, mostraram baixos niveis de infeccdo até a sexta avaliacdo
realizada. Ja, a cultivar FT-Cristalina inoculada com Dpm, foi classificada como altamente

suscetivel ao patdégeno, sendo que, na Ultima avaliacao foi atribuida a nota média de 4,80.

A andlise da correlac@o das notas atribuidas para o nivel de infec¢do em folha destacada e
planta intacta cultivada em casa de vegetacdo na sexta avaliacdo revelou a existéncia de
correlacdo positiva e significativa (r = 0,988**), comprovando a importancia da técnica da

folha destacada em estudos envolvendo fungos fitopatogénicos.
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