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NOTA CIENTIFICA

EFEITO DE Colletotrichum dematiumVVAR. Truncata E Cercospora kikuchii NAGERMINACAO
DE SEMENTES DE SOJA!

JULIANAALTAFIN GALLP, RITADE CASSIAPANIZZR, SIMONE APARECIDAFESSEL*, FABIANA DE SIMONI, MARGARIDAFUMIKO ITO?

RESUMO - A antracnose, causada por Colletotrichum dematium var. truncata, € a principal
doenca da soja que afeta a fase inicial de formagdo das vagens, podendo causar a morte das
plantulas. Cercospora kikuchii é o fungo causador da doenca mancha pUrpura nas sementes de
soja, responsavel por severas reducdes no rendimento e na qualidade das sementes. O objetivo
deste trabalho foi determinar o tempo mais apropriado para infeccdo das sementes de soja por C.
dematium var. truncata e C. kikuchii, para posterior avaliacdo dos danos causados pelo fungo
na germinagdo. Tais fungos foram cultivados em meio BDA. As sementes de soja cultivar MSOY
6101 foram colocadas sobre meio contendo o patégeno C. dematium var. truncata por 0
(testemunha), 4, 16, 24, 32 e 40h. As sementes da cv. CD 208 foram inoculadas com C. kikuchii
pelos mesmos periodos citados, com adicao de 48 e 56h. Ap6s os respectivos tempos de contato,
as sementes foram submetidas ao teste de sanidade (papel de filtro), com duas varia¢@es, sem e
com assepsia superficial (hipoclorito de s6dio 1% por trés minutos). Determinado o tempo mais
adequado de infeccéo, outras sementes foram infectadas pelo patégeno e, posteriormente, foram
realizados testes de germinacéo em papel e areia com uma mistura de sementes sadias (colocadas
sobre 0o meio BDA) e sementes inoculadas, resultando em lotes com 0, 20, 40, 60, 80 e 100% de
sementes infectadas. O tempo de incubagao de 40 e 56 horas para C. dematium var truncata e C.
Kikuchii, respectivamente séo suficientes para obtencdo da totalidade das sementes infectadas.
C. Kikuchii ndo prejudica a germinagdo das sementes.

Termos para indexagdo: antracnose, mancha purpura, patologia de sementes.

EFFECT OF COLLETOTRICHUM DEMATIUM VAR. TRUNCATAAND CERCOSPORA
KIKUCHII ON SOYBEAN SEED GERMINATION

ABSTRACT - Anthracnose, caused by Colletotrichum dematium var. truncata, is the main
soybean disease that affects soybean yields. Cercospora kikuchii is the fungus that causes the
purple stain disease in soybean seeds that causes severe reductions in the yield and quality of
the seeds. The objective of this study was to determine the optimum period of contact of the
soybean seeds with C. dematium var. truncata and C. kikuchii, for subsequent evaluation of the
damage caused by the fungus on seed germination. The fungus was cultivated in PDA medium.
The soybean seeds cv. MSOY 6101 were placed on Petri dishes with culture media colonized by
C. dematium var. truncata for 0 (control), 4, 16, 24, 32 and 40h. The seeds of the cv. CD 208 were
inoculated with C. kikuchii for the same mentioned periods, with the addition of 48 and 56h. After
the respective periods of contact, they were submitted to the Blotter test, with and without
superficial asepsis (sodium hipoclorite 1%, 3 minutes). After determining the optimum incubation
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period, other seeds were infected with the pathogen and, later, germination tests were accomplished
in paper and in sand with a mixture of healthy seeds (placed on PDA medium) and inoculated
seeds, resulting in lots with 0, 20, 40, 60, 80 and 100% infected seeds. The incubation time of C.
dematium var truncata and C. Kikuchii, was 40 and 56 hours, respectively, and was sufficient to
obtain completely infected seeds. C. Kikuchii not reduce seed germination.

Index terms: anthracnose, stain purple, seed pathology.

INTRODUCAO

A maior parte dos fungos patogénicos associados a soja
tem as sementes como principal veiculo de introducdo em
novas areas de plantio, causando sérios danos a cultura sob
condigdes ambientais ao desenvolvimento do patdgeno (Franca
Neto e Henning, 1984). Ito e Tanaka (1993) afirmam que
além desses aspectos citados, a presenca de certos patégenos
nas sementes pode resultar em efeitos diretos, como a reducéo
do potencial germinativo, do vigor, da emergéncia, do periodo
de armazenamento e até do rendimento.

Os principais patégenos transmitidos pela semente de
soja sdo: Cercospora kikuchii, Cercospora sojina, Fusarium
semisectum, Phomopsis spp., anamorfo de Diaporthe spp. e
Colletotrichum truncatum (Embrapa, 2002).

A antracnose (Colletotrichum dematium var. truncata),
sob condicdes de alta umidade, causa apodrecimento e queda
das vagens, abertura das vagens imaturas e germinacao dos
grdos em formacdo. Pode ocasionar perda total da producéo,
mas com maior frequéncia, causa alta reducdo do ndmero de
vagens e induz a planta a retencéo foliar e haste verde (Embrapa,
2002).

Cercospora kikuchii causa mancha purpura em sementes
de soja e penetra no tegumento da semente pelo funiculo
(Sinclair e Backman, 1989). O pat6geno ataca todas as partes
da planta e pode ser responsavel por severas reducdes no
rendimento e na qualidade da semente (Almeida et al., 1997).

A inoculacdo artificial de sementes de soja com C.
dematium var. truncata e C. kikuchii pode ser Gtil na verificacdo
da localizac&o do patégeno nas sementes, na determinacéo do
seu efeito sobre a qualidade fisioldgica destas e no preparo de
amostras com incidéncias conhecidas do patdgeno. Segundo
Tanaka et al. (1989), um método de inoculacdo de patégenos
nas sementes que proporcione a associagao do tipo de infecgéo
e ndo limite a semeadura imediatamente apds a inoculacgéo é
de grande utilidade.

Utilizando a técnica de restricdo hidrica para a inoculacéo
de sementes de soja com os fungos C. dematium var. truncata,
Phomopsis sojae e Sclerotinia sclerotiorum, Machado et al.

(2001). verificaram que a inoculacdo das sementes nos
potenciais hidricos mais elevados proporcionou 0s maiores
indices de plantas doentes sem afetar negativamente a
germinacéo das sementes. Os autores também relataram que
para fungos muito agressivos como C. dematiuum var.
truncata nao ha a necessidade de prolongamento do tempo
de exposicdo das sementes ao indculo, visto que no menor
tempo utilizado, de 48 horas, obteve-se quase 100% de
infeccdo.

Avaliando a qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes
de gendtipos de soja do ciclo precoce/médio, Hamawaki et
al. (2002) verificaram que a germinacdo das sementes
correlacionou-se positivamente com o vigor das sementes e
negativamente com a incidéncia de Fusarium semisectum,
Phomopsis sojae e Colletotrichum dematium, indicando o
efeito desfavordvel desses patdgenos na germinacdo das
mesmas. Dos patdgenos avaliados, o genétipo CSP-2
apresentou maior incidéncia de C. dematium (3,84%) e,
conseqlientemente, vigor significativamente menor (68,5%)
do que o vigor das sementes dos gendtipos UVF 94-426803 e
FT-2001, que apresentaram 0% de infeccdo pelo patdgeno
(89,5% e 85,5%, respectivamente).

Em experimento semelhante, Bringel et al. (2001)
verificaram que das nove cultivares de soja testadas, a cultivar
BRSMA Jucara apresentou as maiores porcentagens de
incidéncia dos fungos Cercospora kikuchii e Fusarium spp.
(26% e 42%, respectivamente) e a menor porcentagem de
germinac&o (40%) em comparagdo com os demais cultivares
testados.

O exame visual das sementes de soja ndo é suficiente
para determinar a real porcentagem de incidéncia de sementes
infectadas com C. kikuchii, e que a presenca deste fungo
tende a reduzir a germinagao e o vigor das sementes (Lucca
Filho e Casela, 1983).

Existem dados conflitantes na literatura com relacéo ao
efeito de Cercospora kikuchii sobre a qualidade fisiologica
das sementes (Roy e Abney, 1976, 1977). Reis e Goulart
(1998) demonstraram ndo haver efeito negativo desse fungo
na qualidade fisioldgica de sementes de soja.
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Dada a relativa importancia do assunto, os objetivos
deste trabalho foram determinar o tempo mais adequado para
infeccdo das sementes de soja por Cercospora kikuchii e
Colletotrichum dematium var. truncata e o efeito dos patdgenos
na germinacao das mesmas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Patologia
de Sementes, do Departamento de Fitossanidade e no
Laboratorio de Analise de Sementes, do Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, Jaboticabal - SP.

Os isolados de C. dematium var. truncata e C. kikuchii
usados nos experimentos fazem parte da micoteca do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) e foram obtidos a partir de
sementes e hastes de plantas de soja com sintomas tipicos de
antracnose e mancha purpura. Para o isolamento, sementes e
fragmentos de tecidos de hastes doentes sofreram
desinfestacdo superficial, que consistiu na imersdo destes em
alcool por 30 segundos e, em seguida, em solucdo de
hipoclorito de s6dio 1% por um minuto. Apdés a desinfestacéo
superficial, os materiais foram transferidos para placas de
Petri contendo o meio de cultura BDA e incubados a
temperatura ambiente. Apés duas semanas, os fungos foram
repicados para tubos de ensaio contendo BDA, onde se
desenvolveram em cultura pura e, para conservacao, foram
cobertos com uma camada de 6leo Nujol estéril. Para a
obtencdo do indculo, os isolados conservados em 6leo foram
repicados para placas de Petri contendo meio BDA e mantidos
a temperatura ambiente por quinze dias.

As sementes de soja utilizadas neste experimento
foram da cultivar MSOY 6101, para a inoculagdo com C.
dematium var. truncata, e CD 208, para a inoculagdo com C.
kikuchii. As sementes de soja foram previamente desinfestadas
com hipoclorito de sddio a 1% por trés minutos. Apos a
secagem, sobre folhas de papel de filtro esterilizadas, procedeu-
se a inoculagdo, que consistiu na deposicdo das sementes em
placas contendo o inéculo. As sementes permaneceram em
contato com o patdgeno por zero (testemunha), 4, 16, 24 32
e 40 horas. Para o experimento com C. kikuchii, foram
adicionados mais dois periodos de contato, 48 e 56 horas.

Apos os respectivos periodos de incubacao, as sementes
foram submetidas ao teste de sanidade (papel de filtro), sem
e com assepsia superficial (hipoclorito de sédio a 1% por trés
minutos). Foram colocadas 10 sementes por placa, totalizando
100 sementes por tratamento, colocadas sobre trés folhas de
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papel de filtro previamente umedecidas com dgua destilada. A
incubacdo realizou-se a temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo
de 12 horas sob luz branca fluorescente, e as sementes foram
examinadas sob microscépio estereoscdpio para a deteccdo
dos patdgenos apos sete dias.

Na anélise estatistica utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, utilizando-se o esquema fatorial
5x2 e 7x2, para 0s experimentos com C. dematium var.
truncata e C. kikuchii, respectivamente (periodo de contato
das sementes x sem e com desinfestacdo prévia).

Determinado o periodo de incubagéo mais adequado (onde
as sementes apresentam o patdégeno em seu interior), outras
sementes foram inoculadas por contato sobre o meio de cultura
colonizado, conforme descricdo anterior e, posteriormente,
dispostas sobre placas contendo papel de filtro esterilizado,
para secagem. O experimento constou de seis tratamentos
com quatro repeticbes de 50 sementes, totalizando 200
sementes por tratamento. Os tratamentos constaram de uma
mistura de sementes sadias com sementes inoculadas com
Colletotrichum dematium var. truncata e Cerospora kikuchii,
resultando em lotes de sementes com 20, 40, 60, 80 e 100%
de infecgdo, e uma testemunha com sementes provenientes
do plagueamento sobre 0 meio de cultura sem o fungo, durante
0 mesmo periodo de tempo necessario para a inoculacéo dos
patogenos.

O teste de germinacdo foi realizado, de acordo com as
Regras para Anélise de Sementes (Brasil, 1992), em rolo de
papel umedecido com um volume de agua equivalente a 2,5
Vezes 0 Seu peso, e em areia, mantidos a 25°C, efetuou-se a
avaliacdo oito dias apds a montagem para lotes com diferentes
porcentagens de sementes contaminadas por Colletotrichum
dematium var. truncata e Cercospora kikuchii. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os dados
submetidos a analise de variancia pelo teste F, utilizando
esquema fatorial 6x2 (porcentagens de infecgdo x germinacgao
em rolo de papel e areia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Tabela 1, verificou-se que todos os periodos de
contato das sementes com o patégeno foram suficientes para
sua contaminacdo, mas somente o periodo de 40 horas
conseguiu a totalidade das sementes com o patdgeno em seu
interior, comprovado pela prévia desinfestacdo superficial das
mesmas com hipoclorito de sddio.

Pat6genos associados as sementes sdo transportados de
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TABELAL1. Efeito do periodo de incubacéo das sementes de soja
cv. MSOY 6101 na infec¢do destas por
Colletotrichum dematium var. truncata.

Fungos (%)
Sem desinfestacdo ~ Com desinfestagao

Periodo de incubagao

(horas) - -
previa previa
4 17,53 Aa ™ 973 4,65Bd 2
16 18,52 Aa 96 8,83 Bc 20
24 18,81 Aa 99 12,55 Bb 43
32 18,91 Aa 100 16,72 Ba 78
40 18,91 Aa 100 18,52 Aa 96
C.V.(%) 10,3888

! Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e minGscula na
coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%;

2 Dados trasformados em arco seno (x/100)Y? ;

3 Valores originais em %;

duas maneiras: infec¢do ou infestagdo (contaminacgdo). A
infeccdo implica que o patdgeno é transportado internamente,
incrustrado nos tecidos da semente. Quando um patdgeno é
transportado passivamente, ele € um contaminante ou
infestante. Neste caso, o patégeno localiza-se sobre a
superficie da semente (Agarwal e Sinclair, 1987).

Sementes colonizadas por Colletotrichum dematium var.
truncata apresentam areas com manchas marrons escuras e
enrugadas, apesar do fungo poder infectar as sementes sem
causar sintomas (Sinclair e Backman, 1989). Estudos
histopatoldgicos sobre sementes de soja infectadas por C.
truncatum mostram que este fungo usualmente coloniza o
tegumento da semente, formando acérvulos, mas raramente
os tecidos do embrido (Schneider et al., 1974; Rodriguez-
Marcano e Sinclair, 1978).

Inoculando sementes de algoddo com Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides, Tanaka et al. (1989)
observaram que o contato das sementes com o indculo, a
partir de 12 até 48 horas, resultou em associagao tipo infec¢éo,
decorrente da penetracéo do fungo pelo tegumento. Os autores
elegeram como ideal o periodo de 24 horas de exposi¢do ao
patégeno, ressaltando que em periodos menores corre-se 0
risco de ndo haver penetracdo em nivel satisfatério e, em
periodos superiores, a semente pode absorver dgua em
quantidade suficiente para levar a um comprometimento da
germinagdo. Esses autores ainda afirmam que uma vantagem
desse método de inoculacdo das sementes por contato é
proporcionar a obtengdo de sementes infectadas de maneira
bastante semelhante a que ocorre naturalmente, e em niveis
desejados e pré-estabelecidos.

Em relacdo a Cercospora kikuchii (Tabela 2), para o
tratamento sem desinfestacéo, todos os periodos de contato
das sementes com o patégeno foram suficientes para sua

TABELA2. Efeito do periodo de incubacao das sementes de soja
cv. CD 208 na infec¢io destas por Cercospora
kikuchii.

Fungos (%)
Sem desinfestacdo Com desinfestacao

Periodo de incubagao
(horas)

prévia prévia
4 18,81 "Aa  99° 4,65 Bd 2
16 18,71 Aa 98 6,71 Bd 11
24 1891 Aa 100 9,39 Bc 24
32 18,91 Aa 100 10,98 Bc 33
40 18,91 Aa 100 14,55 Bb 59
48 18,91 Aa 100 14,04 Bb 55
56 18,91 Aa 100 18,03 Aa 91
C.V. (%) 10,6534

T 'Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e minuscula na
coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%;

2 Dados transformados em arco seno (x/100)*?;

% Dados originais em %;

contaminagdo, mas apenas o periodo de 56 horas foi suficiente
para a totalidade de sementes com o patégeno em seu interior.

Para Colletotrichum dematium var. truncata em
relacdo a germinagdo (Tabela 3), ndo houve diferenca
significativa entre os métodos de germinacdo empregados,
rolo de papel e areia. Quanto aos tratamentos de infecgéo de
sementes, lotes de sementes com 20% de infec¢do ndo
diferiram significativamente da testemunha (sem infeccdo),
mas diferiram dos demais tratamentos. Nao houve diferenca
significativa entre o tratamento com 40 e 60% de sementes
infectadas, apesar desse Ultimo ter apresentado valores
menores. De modo geral, obteve-se uma correlagéo
inversamente proporcional entre germinacdo de sementes e
sementes infectadas, sendo que quanto maior a porcentagem
de sementes infectadas, menor a germinacdo das mesmas.
Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por
Hamawaki et al. (2002).

TABELA3. Efeito de diferentes niveis de infec¢do de sementes
de soja por Colletotrichum dematium var. truncata
sobre a germinagé&o.

% Sementes Germinacdo (%)

infectadas Papel Areia média

0 71,19" 897 71,21 89 71,20%a

20 68,61 86 67,82 85 68,22 a

40 60,41 75 60,20 75 60,30 b

60 58,09 72 53,47 64 55,78 b

80 49,61 58 50,19 59 4990 c

100 45,00 50 44,14 48 44,57 d
média 58,82 A 57,84 A
C.V. (%) 5,8649

1 Dados transformados em arco seno (x/100)*?;

2 Dados originais em %;

¥ Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e minGscula na
coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%;
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Apesar dos testes de germinacdo em rolo de papel e areia
ndo terem diferido significativamente entre si, Bizetto e
Homechin (1997), avaliando a germinacdo de sementes de
soja com altos indices de Phomopsis sojae, verificaram que
para emergéncia em areia, o nimero de plantulas normais foi
superior ao do teste padrdo de germinacdo no laboratorio.
Henning e Franca Neto (1980) também relataram a
superioridade do teste de emergéncia com o emprego de solo
ou areia como substrato em relacdo aos porcentuais de
germinacdo obtidos no teste de germinacdo. Segundo Franca
Neto e Henning (1984), este fato, provavelmente, é devido ao
mecanismo de escape, no qual a plantula ao emergir libera o
tegumento infectado no solo, enquanto que no teste de
germinagdo (rolo de papel), o tegumento e o patégeno a ele
aderido permanecem aderidos aos cotilédones, causando a
deterioragdo das sementes.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados do efeito
dos diferentes niveis de infeccdo de sementes de soja por
Cercospora kikuchii sobre a germinacdo. Nao houve diferenca
significativa entre os testes de germinagao realizados, rolo de
papel e areia. Quanto aos niveis de infeccdo, estes também
ndo diferiram significativamente entre si. O padrdo minimo
de qualidade para sementes de soja fiscalizadas no estado de
Séo Paulo é de 80% de germinacao (Embrapa, 2002). Partindo
desse valor, pode-se dizer que a maioria dos tratamentos
testados atingiu esse patamar, com excecdo do teste de
germinagdo em rolo de papel em niveis de infeccdo de 40 e
60% (75 e 72% de germinacdo, respectivamente) e do teste
de germinagdo em areia a 40% de infeccdo (79% de
germinacdo). Resultados semelhantes foram relatados por Reis
e Goulart (1998).

Avaliando a degradacdo seletiva de proteinas por C.
kikuchii e Phomopsis longicolla no tegumento e cotilédones

TABELA 4. Efeito de diferentes niveis de infeccdo de sementes
de soja por Cercospora kikuchii sobre a

germinacao.
% Sementes Germinagao (%)
infectadas Papel Areia média
0 66,77' 842 70,24 88 68,513ab
20 68,08 86 69,60 87 68,84 ab
40 63,50 75 63,33 79 63,41 ab
60 61,71 72 64,21 81 62,96 b
80 70,87 89 68,20 85 69,53 a
100 68,21 86 68,14 86 68,18 ab
média 66,52 A 67,29 A
C.V. (%) 6,2640

! Dados transformados em arco seno (x/100)"?;

2 Dados originais em %;

3 Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na
coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%;
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de sementes de soja, Velicheti et al. (1992) relataram que,
para C. kikuchii, todas as sementes infectadas germinaram,
similarmente as sementes sem sintomas. Foi constatada a
degradacdo das proteinas do tegumento das sementes
infectadas, mas néo foi observada a degradacéo de proteinas
cotiledonares. Afirmam ainda que a germinacéo e a
sobrevivéncia de sementes de soja, infectadas por C. kikuchii,
foram mantidas por mais de 30 dias sob condicGes de luz,
sugerindo que o fungo ou sua toxina, cercosporin, tiveram
um efeito insignificante na germinacdo de sementes ou
mortalidade de plantulas. Estudando a transmissibilidade e os
danos causados por Cercospora kikuchii em sementes de soja,
Oliveira et al. (1993) verificaram que, através de testes de
germinacdo e pelo exame visual das plantulas, C. kikuchii
nao afetou o desempenho das sementes até o estagio de
plantula, mesmo quando as sementes apresentaram alta
porcentagem de incidéncia do patégeno (94%).

CONCLUSOES

O tempo de incubacdo de 40 e 56 horas para C. dematium
var truncata e C. Kikuchii, respectivamente, sdo suficientes
para obtencdo da totalidade das sementes infectadas.

C. Kikuchii ndo prejudica a germinacao das sementes.
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