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RESUMO GERAL

O conhecimento da dindmica espacial de doengas de plantas, aliado a quantificagdo de in6culo
e monitoramento das condi¢cbes meteoroldgicas é de grande importancia para a adogdo de
estratégias de manejos adequados e com menor impacto ambiental. Sendo assim, 0s objetivos
deste trabalho de pesquisa foram caracterizar a distribuicéo, variabilidade espacial e possiveis
relacOes entre atributos referentes ao mofo branco e atributos de plantas de soja além de avaliar
técnicas de identificacdo e quantificacdo de ascdsporos de Sclerotinia sclerotiorum durante o
florescimento da soja. Foram realizadas amostragens atraves de uma malha georreferenciada
em uma area de 12 hectares (ha) no municipio de Maua-da-Serra-PR nas safras 2013/14 e
2014/15 e uma é&rea de quatro hectares no municipio de Ponta Grossa-PR na safra 2015/16.
Foram utilizados quadrats com area Util de 7,2 m? para avaliacdo das seguintes variaveis:
esclerddios presentes no solo, estande da cultura, incidéncia, indice de doencga, rendimento,
esclerodios produzidos na colheita, além da deposicéo do bioaerossol, partes de folha e flores
da soja como uso de Meio Semi-seletivo a Sclerotinia sclerotiorum (MSS) e Reagdo em cadeia
da polimerase quantitativa (qQPCR), em 36 pontos de amostragem na area de Ponta Grossa-PR,
em trés datas durante o florescimento da soja. Os dados foram analisados com uso de estatistica
descritiva, ajuste de semivariogramas e matriz de correlacdo de Pearson. As condi¢bes
meteoroldgicas observadas nos trés experimentos foram adequadas para o desenvolvimento da
cultura da soja e do mofo branco na soja. As variaveis referentes a cultura da soja apresentaram
coeficientes de variacdo baixos ou moderados e as varidveis referentes ao mofo branco
apresentaram coeficiente de variacdo muito elevados. Os ajustes dos semivariogramas
apresentaram diferencas nos trés experimentos, com efeito pepita puro, ajuste linear, esférico e
exponencial. A variavel esclerédios do solo apresentou efeito pepita puro nos dois experimentos
em Maua-da-Serra. Foram encontradas correlacdes significativas positivas entre a incidéncia
do mofo branco e a produgdo de esclerddios na colheita, além de correlacdo negativa com o
rendimento nos trés experimentos. A identificacdo de in6culo de mofo branco com incubacéo
em MSS mostrou-se a técnica com maior sensibilidade, mas demanda de até 15 dias para a
confirmacdo de S. sclerotiorum, tanto para bioaerossol, como flores e partes de folhas de soja.
Foi possivel otimizar o protocolo de extracdo de DNA e ciclo de reacdo para qPCR, além de
gerar uma curva padrdo com DNA oriundo de ascdsporos de S. sclerotiorum, com ajuste ao
modelo linear (R2=0,99) e eficiéncia de 92,2%. O uso de qPCR mostrou-se promissor para
partes de folhas, sendo possivel resultados em um dia de trabalho.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum; indice de doenca; Esclerédios; Semivariogramas;
Glycine max; Meio Semi-seletivo; gPCR; Bioaerossol; AscOsporos.



GENERAL ABSTRACT

The knowledge of the spatial dynamics of plant diseases, allied with the quantification of
inoculum and monitoring of the meteorological conditions, is important for the adoption of
adequate management strategies and with less environmental impact. The aim of this work was
to characterize the distribution, spatial variability and possible relations between white mold
attributes and soybean plants attributes, as well as to evaluate techniques for identification and
quantification of ascospores of Sclerotinia sclerotiorum during soybean flowering. Samplings
were carried out through a georeferenced grid on a field of 12 hectares (ha) in the municipality
of Maué-da-Serra-PR in the 2013/14 and 2014/15 crop seasons and, on a field of four hectares
in the municipality of Ponta Grossa-PR in the 2015/16 crop season. Quadrats with a useful area
of 7.2 m? were used to evaluate the following variables: sclerotia in the soil, crop stand,
incidence, severity, yield, sclerotia produced at harvest, as well as bioaerosol deposition,
soybean leaf parts and flowers on semi-selective medium to Sclerotinia sclerotiorum (MSS)
and guantitative polymerase chain reaction (QPCR), at 36 sampling points in the Ponta Grossa-
PR field, at three dates during soybean flowering. Data were analyzed using descriptive
statistics, semivariogram adjustment and Pearson correlation matrix. The meteorological
conditions observed in the three experiments were adequate for the development of soybean
crop and white mold disease. The variables related to soybean plants, showed low or moderate
coefficients of variation and the variables related to white mold showed a high coefficient of
variation. The semivariograms adjustments showed differences in the three experiments, with
pure nugget effect, linear, spherical and exponential adjustments. The variable sclerotia of soil
showed pure nugget effect on the two experiments in Maua-da-Serra. Significant positive
correlations were found between the incidence of white mold and the production of sclerotia at
harvest, in addition to negative correlation to yield in the three experiments. The identification
of white mold inoculum with incubation on MSS was shown to be the most sensitive technique,
but takes up to 15 days for the confirmation of S. sclerotiorum pathogen for bioaerossol, flowers
and parts of soybean leaves. It was possible to optimize the protocol of DNA extraction and
reaction cycle for qPCR, besides generating a standard curve with DNA from ascospores of S.
sclerotiorum, adjusted to the linear model (R? =0, 99) and efficiency of 92.2%. The use of gPCR
showed promise results for leaf parts, being possible achieve concluding results in one working
day.

Key words: Sclerotinia sclerotiorum; Disease index; Sclerotia; Semivariograms; Glycine max;
Semi-selective medium; gPCR; Bioaerosol; Ascospores.
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13

1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L) Merril) é considerada uma das fabaceas mais importantes do
mundo e é utilizada como fonte de proteina para consumo animal e humano, sendo também
matéria prima para a extracdo de dleo e producdo de biodiesel, podendo originar inimeros
produtos processados. Devido a estas caracteristicas e a grande adaptacdo da cultura em
diferentes climas e solos, a soja é uma das principais plantas cultivadas mundialmente, e o
Brasil é o0 segundo maior produtor (CONAB, 2016).

Devido a ampla capacidade de adaptacdo, a cultura da soja estd sujeita a danos no
rendimento de grdos por varias doencas. O destaque é o mofo branco, causado pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, que vem aumentando sua disseminacao e potencial de
dano nas diferentes regides produtoras do Brasil. Este fungo de solo pode infectar mais de 400
espécies de plantas (BOLAND; HALL, 1994), podendo ser responsavel por danos de até 70%
do rendimento de gréos na cultura da soja, conforme relatadas por Jaccoud Filho et. al. (2010)
na safra 2008/2009 no Estado do Parana.

O fungo S. sclerotiorum produz estruturas de resisténcia denominados esclerédios que
se formam externa e internamente a planta, podendo manter seu poder patogénico por periodos
de até 10 anos (ADAMS; AYERS, 1979; COLEY-SMITH; COOKE, 1971). Esses por sua vez
podem germinar e produzir micélio, infectando diretamente os tecidos da planta ou entdo
germinar carpogenicamente, podendo dar origem a até 20 apotécios que podem liberar mais de
dois milhdes de ascosporos num periodo de até 10 dias (STEADMAN, 1979).

O mofo branco pode se propagar em uma area ou infestar novas areas devido a
presenca de solo contaminado com esclerddios aderidos em equipamentos (tratores, colhedoras,
semeadoras, etc), animais, pessoas ou material vegetal contaminado. Pode ser propagada pelo
vento, através dos ascosporos liberados pela formacéao do apotécio (ABAWI; GROGAN, 1979;
COLEY-SMITH; COOKE, 1971), além da disseminacdo a longas distancias atraves da
contaminacdo das sementes com micélio dormente ou mesmo a presenca de esclerédios
(ADAMS; AYERS, 1979; NEERGAARD, 1958). Devido a isso, 0 mofo branco apresenta
distribuicdo erratica nas areas contaminadas, sendo importante o conhecimento desta
distribuicdo para 0 manejo da doenca.

A associagdo dos organismos biologicos ocorre em diferentes niveis em uma mesma
area. Esta associacdo pode variar tanto no espa¢o como no tempo, sofrendo influéncia dos

componentes de plantas, solo e condi¢cdes meteorologicas, além do manejo utilizado pelo
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agricultor (BERGAMIN FILHO et al., 2007; CAMPBELL; NOE, 1985; DE WOLF; ISARD,
2007; GILLIGAN, 1983).

Estudar e quantificar algumas dessas interacdes € essencial para o desenvolvimento de
estratégias de controle, desde agdes como manejo da fertilidade do solo e arquitetura de plantas
até o desenvolvimento de modelos de previsdo de ocorréncia de doencas baseados no inéculo
inicial da doenca aliado as condigdes meteoroldgicas (AGRAWAL; MEHTA, 2007;
ALMQUIST; WALLENHAMMAR, 2015; BECKA et al., 2016; BERGAMIN FILHO et al.,
2007; CAMPBELL; NOE, 1985; CHELLEMI et al., 1988; COULSON, 1992; WOLF; ISARD,
2007; GILLIGAN, 1983).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DE Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum € um fungo cosmopolita, necrotrofico e que pode causar danos
em mais de 400 espécies de plantas (BOLAND; HALL, 1994). Na cultura da soja causa a
doenca conhecida como mofo branco.

O fungo S. sclerotiorum desenvolve-se sob alta umidade relativa do ar e solo, com
temperaturas ideais entre 11 e 25°C, mas, tolerando temperaturas de 5°C a 30°C (ABAWI;
GROGAN, 1979; NATTI, 1971; SCHWARTZ; STEADMAN, 1978; STEADMAN, 1983).

Este patdgeno produz estruturas de resisténcia denominadas esclerddios, que sdo massas
de hifas de consisténcia firme, exteriormente de cor escura, devido ao acimulo de melanina,
que protege o micélio dormente no seu interior (TOWNSEND; WILLETTS, 1954).

Ap6s um periodo de maturacdo, com exposicdo a temperaturas amenas e alta umidade
no solo os esclerddios podem germinar de forma miceliogénica ou carpogénica (ABAWI,
GROGAN, 1979; NASSER et al., 1999; PURDY, 1979).

A germinacao miceliogénica dos esclerédios ocorre sobre a superficie do solo, a partir
do crescimento de hifas oriundas do esclerddio, podendo causar damping off em plantulas ou
podriddes no caule de plantas adultas. Normalmente, alta umidade no solo e temperaturas entre
20°C e 28°C sdo adequadas para o desenvolvimento do micélio (ABAWI; POLACH; MOLIN,
1975; SCHWARTZ; STEADMAN, 1978; SULEIMAN, 2008; TREVETHICK; COOKE,
1973)

Sob condig¢des de umidade relativa do ar acima de 80% e temperaturas entre 15 a 24°C,
pode ocorrer a germinacdo carpogénica dos esclerodios (ABAWI; GROGAN, 1979;
AGHAJANI; SAFAIE; ALIZADEH, 2010; BOLAND; HALL, 1988a; COLEY-SMITH;
COOKE, 1971; HUANG, 1985; PURDY, 1979; SCHWARTZ; STEADMAN, 1978; SUN;
YANG, 2000). O desenvolvimento do micélio dormente no interior do esclerodio rompe a
camada externa e forma estipes, que se diferenciam em estruturas em forma de taga
denominadas apotécios. Cada esclerddio pode originar até 20 apotécios, que podem liberar mais
de dois milhdes de ascosporos num periodo de até 10 dias (STEADMAN, 1983). Os ascosporos
podem ser disseminados a curtas distancias pelo vento, depositando-se na superficie das plantas,
ficando viaveis por até duas semanas (ABAWI; GROGAN, 1979; BOLAND; HALL, 1988;
COLEY-SMITH; COOKE, 1971).
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As maiores epidemias causadas por S. sclerotiorum normalmente se iniciam durante
florescimento da cultura da soja, porque os ascosporos necessitam de uma fonte de energia,
como flores senescentes, para sua germinacdo e infeccdo de plantas sadias (ABAWI,
GROGAN, 1979; ABAWI; POLACH; MOLIN, 1975; BOLAND; HALL, 1988a;
CHAMBERLAIN, 1951; CLARKSON et al., 2003). A penetracdo do patégeno ocorre por
pressao mecanica via apressorio, e/ou secre¢do de enzimas e &cido oxalico (WILLETS; WONG,
1980).

O acido oxalico altera o funcionamento das células guarda dos estdmatos, facilitando a
penetracao das hifas, além de alterar o pH do meio, ajudando na acdo de enzimas degradantes
da parede celular das células da planta (ABAWI; POLACH; MOLIN, 1975; LUMSDEN, 1969;
MAXWELL; LUMSDEN, 1970).

Apbs a infeccdo das flores, os sintomas evoluem para axilas das folhas, ramos e vagens,
podendo afetar toda a planta (ABAWI; GROGAN, 1979; ABAWI; POLACH; MOLIN, 1975;
BOLAND; HALL, 1988a). Inicialmente, os sintomas do mofo branco na soja sdo lesdes
aquosas que evoluem para podriddo mole dos tecidos com crescimento de micélio branco
cotonoso, que pode formar esclerddios interna e externamente as hastes e vagens da soja,
culminando com a murcha, seca e morte das plantas (ABAWI; GROGAN, 1979; BOLAND;
HALL, 1988a; CHAMBERLAIN, 1951; NELSON, 1998; PELTIER et al., 2012; PURDY,
1979; WILLETTS; BULLOCK, 1992).

Os esclerddios produzidos nas plantas infectadas podem retornar ao solo, aumentando
o0 potencial de in6culo para proximas safras, ou serem transportados aderidos em maquinarios
ou nas sementes, podendo contaminar novas areas de cultivo a longas distancias (BEN-
YEPHET; BITTON, 1985; BOLAND; HALL, 1988b; JACCOUD FILHO et al., 2010;
NELSON, 1998; PELTIER etal., 2012; STEADMAN, 1979).

2.2. MANEJO DO MOFO BRANCO NA CULTURA DA SOJA

A melhor forma de manejo do mofo branco na soja é prevenir a contaminacgéo da area
com inoculo, ja que, uma vez infestada com esclerddios de S. sclerotiorum, a erradicacdo do
mesmo é muito dificil.

Uma vez detectada a presenca do mofo branco na area de cultivo, uma série de medidas
devem ser tomadas visando 0 manejo da doenga, dentre elas podemaos citar o controle cultural,
como rotagdo de culturas, maior espacamento entre linhas, menor densidade de semeadura,

cobertura do solo com palhada, época de semeadura desfavoravel ao mofo branco e escolha por
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variedades com resisténcia parcial ao patdgeno, as quais podem contribuir para uma menor
incidéncia e severidade do mofo branco na cultura da soja (AGHAJANI; SAFAIE;
ALIZADEH, 2010; BERGER-NETO et al., 2017; BERUSKI, 2013; BOLAND; HALL, 1988g;
CHAMBERLAIN, 1951; HENNEBERG et al., 2008; JACCOUD-FILHO et al., 2016; KURLE
et al., 2001; MARTINS et al., 1999: NAPOLEAO et al., 2005; PELTIER et al., 2012;
ROUSSEAU; RIOUX; DOSTALER, 2007; STEADMAN, 1979, 1983; TU, 1989; WUTZKI et
al., 2016).

Aliado as medidas de controle cultural, o uso do controle bioldgico vem ganhando
destaque no manejo do mofo branco na soja. Varios relatos apontam resultados promissores
com o uso de inimeros agentes de controle biolégico para S. sclerotiorum, como Coniothyrium
minitans (ADAMS; AYERS, 1979; WUTZKI, 2014; YANG et al., 2007), Trichoderma spp.
(ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008; BETTIOL, 2012; OJAGHIAN, 2011; GRACIA-
GRAZA; REELEDER; PAULITZ, 1997; TRUTMANN; KEANE, 1990), Gliocladium spp.,
(WHIPPS; BUDGE, 1990) Sporidesmium sclerotivorum (MARTINSON,1999; ZENG et al.,
2012) e Bacilus subtilis (DAVET, 1988; BUDGE et al., 1995), Bacillus amyloliquefaciens
(ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008), Phoma nebulosa (WHIPPS; BUDGE; MITCHELL,
1993), Streptomyces lydicus (ZENG et al., 2012), Ulocladium atrum (HUANG et al., 2006) e
Pseudomonas fluorescens (AERON et al., 2011).

O uso de agentes de controle biolégico demanda certos cuidados para a correta
utilizacdo, como escolha de microrganismo adaptado a regido de utilizacdo, condigdes
ambientais favoraveis no momento da aplicacdo, além do tempo necessario para a estabilizacdo
na microbiota do solo e a inviabilizacdo dos esclerddios de S. sclerotiorum.

Devido a esses fatores, em areas com alto potencial de indculo e em condigbes
favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno, a efetividade do controle cultural e biol6gico pode
ser baixa (MUELLER et al., 2002). Neste caso, a aplicacdo de fungicidas pode diminuir a
infeccdo da soja pelo patdgeno e reduzir a producdo de inoculo para as proximas safras,
aumentando a eficiéncia dos demais métodos de controle no manejo do mofo branco na cultura.

A eficiéncia do controle quimico do mofo branco reside na aplicagdo preventiva para o
controle da doenca, sendo necessario atingir as flores durante o periodo de florescimento da
cultura da soja, coincidindo com a liberacao de ascdosporos pelo patogeno (BERGER-NETO et
al., 2017; MUELLER et al., 2002; SCHWARTZ; STEADMAN, 1978; WUTZKI et al., 2016).

Assim, identificar a presenca de ascosporos durante o florescimento da soja de uma
forma réapida e barata, pode ser uma ferramenta eficaz para o monitoramento e o direcionamento

das aplicacdes quimicas visando o manejo de S. sclerotiorum, usando fungicidas de modo
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racional, evitando aplicacBes desnecessarias e, consequentemente, evitando contaminagdo

ambiental.

2.3. METODOS PARA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ASCOSPOROS DE
Sclerotinia sclerotiorum

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para identificar e quantificar esporos
fangicos presentes no bioaerossol, sendo meétodos considerados convencionais e ndo
convencionais.

Os métodos convencionais podem ser descritos como avaliagdo visual de esporos
aderidos em superficie adesiva e plaqueamento em meio de cultura (BEN-YEPHET; BITTON,
1985; CLARKSON et al., 2003; PERES; NASSER; MACHADO, 2002; STEADMAN;
MARCINKOWSKA; RUTLEDGES, 1994). Como métodos ndo-convencionais pode-se citar
técnicas moleculares como a reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR) e a PCR quantitativa (GQPCR) (ALMQUIST; WALLENHAMMAR, 2015; FREEMAN
et al., 2002; GRABICOSKI et al., 2015; LIANG et al., 2012; PARKER; MCDONALD;
BOLAND, 2014a; ROGERS; ATKINS; WEST, 2009; YIN et al., 2009; ZIESMAN et al.,
2015).

A avaliacdo visual através de microscopia é ineficiente para o0 mofo branco, ja que os
ascosporos de S. sclerotiorum ndo apresentam nenhuma caracteristica marcante que 0S
diferencie dos ascésporos de outras espécies de fungos (BEN-YEPHET; BITTON, 1985;
JACKMAN et al., 2013; PARKER; MCDONALD; BOLAND, 2014a; YIN et al., 2009;
ZIESMAN et al., 2015).

J& o crescimento dos ascdsporos em meio de cultura garante a viabilidade dos
ascosporos e sua correta identificacdo atraves de meio semi-seletivo (MSS) (BEN-YEPHET;
BITTON, 1985; STEADMAN; MARCINKOWSKA; RUTLEDGES, 1994) ou a formacéo de
esclerodios (PERES; NASSER; MACHADO, 2002; STEADMAN; MARCINKOWSKA,;
RUTLEDGES, 1994), porém, leva-se de 3 a 15 dias apds a coleta para a confirmagdo dos
resultados, perdendo o periodo recomendado para a maxima eficacia do controle quimico do
mofo branco na soja em campo (MUELLER et al., 2002, 2004).

O uso de técnicas moleculares de deteccdo, principalmente PCR e gPCR, apresentam
as vantagens de serem rapidas, acuradas, especificas e de grande repetibilidade, enquadrando-
se perfeitamente em sistemas de previsdo de doencas de plantas (BECKA et al., 2016;
GRABICOSKI etal., 2015; JONES et al., 2011a; PARKER; MCDONALD; BOLAND, 2014b;
SMITH et al., 2007; YOUNG; WERNER, 2012; ZIESMAN et al., 2015).
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2.4. ANALISE ESPACIAL DE EPIDEMIAS

O padrdo de distribuicdo espacial de uma doenga no campo esta intimamente ligado ao
mecanismo de dispersdo do patégeno (ZAWOLEK; ZADOCKS, 1992). Patdégenos que
apresentam disperséo pelo ar podem atingir grandes distancias em curtos periodos de tempo e
estdo relacionados a uma distribuicdo espacial ao acaso, enquanto patégenos que apresentam
mecanismos de dispersdo a curtas distancias, como respingos de chuva, relacionam-se como
padrdo de distribuicdo espacial agregada (BERGAMIN FILHO et al., 2004; MADDEN;
HUGHES, 1995).

Contudo, um mesmo patdgeno pode apresentar mais de um mecanismo de disperséo,
como S. sclerotiorum, que apresenta dispersdo dos ascdsporos pelo vento, dispersdo de micélio
pela germinacdo miceliogénica dos esclerodios ou mesmo de plantas infectadas para plantas
sadias, além da dispersao por semente, seja por esclerédios na massa de sementes ou micélio
dormente aderido as mesmas (BAE; KNUDSEN, 2007; BOLAND; HALL, 1988b;
CLARKSON et al.,, 2013; JACCOUD FILHO et al., 2010; STACEY; TRUSCOTT;
GILLIGAN, 2001). Diante disto, o conhecimento sobre como ocorre a dispersao do patdégeno
em estudo é fundamental para a correta interpretacdo dos resultados obtidos.

2.4.1. Padrao espacial de doencas de plantas

O padréo de distribuicdo espacial de uma doenca no campo pode ser definida como o
arranjo das plantas doentes umas em relagéo as outras (GILLIGAN, 1983). Uma doenca pode
apresentar padrdo espacial ao acaso ou agregado.

O padréo ao acaso ocorre quando todas as plantas possuem a mesma probabilidade de
receber um esporo veiculado pelo ar e apresentar sintomas da doenca, ou seja, todas as plantas
possuem igual oportunidade de infeccdo (BERGAMIN FILHO et al., 2004).

Uma variagdo observada no padrdo ao acaso € a distribuicdo regular da doenca, que é
caracterizada pela distribuicdo uniforme de plantas doentes na area (BERGAMIN FILHO et
al., 2004, 2007; MADDEN; HUGHES, 1995; RIDOUT; XU, 2000). O padréo de distribuicédo
regular ou uniforme ndo ocorre naturalmente em areas, mas pode ser provocado com a
semeadura de variedades resistentes e suscetiveis alternadamente em uma linha de semeadura
(BERGAMIN FILHO et al., 2007).

Contudo, se as plantas mais proximas da fonte de indculo apresentam maior chance de

serem infectadas, devido ao modo de dispersdo do patdégeno (como respingos de chuva, por
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exemplo), caracteriza-se o padréo espacial agregado (BERGAMIN FILHO et al., 2004,
FERREIRA; ABREU; PEREIRA, 2009). Neste caso, podem ser observados focos ou reboleiras

de plantas doentes na area em estudo.

2.4.2. Analise do padrao espacial de doencas de plantas

Existem varios métodos descritos na literatura utilizadas para a analise de padrédo
espacial de doencas em plantas, como exemplo a comparacdo com distribui¢fes estatisticas
(quadrats), testes de run e doublet, além de indices de dispersdo (BERGAMIN FILHO et al.,
2007; CAMPBELL; NOE, 1985; GILLIGAN, 1983). Contudo, estas metodologias sdo ditas
como descritivas, ja que ndo levam em conta a dependéncia espacial destas variaveis umas com
as outras.

Assim, € necessario 0 uso de métodos estatisticos capazes de considerar a distancia entre
as amostras para representar a dependéncia espacial, que é conhecida como a teoria da variavel
regionalizada, sendo a base dos fundamentos da geoestatistica (ALMEIDA et al., 2011; ALVES
etal., 2006; CARVALHO, 2008; CHELLEMI et al., 1988; DINARDO-MIRANDA et al., 2007,
FILIPE etal., 2012; LARKIN; GUMPERTZ; RISTAINO, 1995; MADDEN; HUGHES, 1995).

2.4.3. Geoestatistica

A geoestatistica originou-se com os estudos do gedlogo Daniel Krige, na Africa do Sul
em 1957. Ele buscava melhorar o mapeamento de minas de diamantes e teve a ideia de modelar
a distribuicdo do "parentesco” entre as amostras levando em conta sua posi¢do espacial
(VIEIRA, 2000). Inicialmente seu uso foi mais intenso para caracterizacdo dos atributos de
solo, contudo, com o tempo, outras areas do conhecimento comecaram a utilizar esta técnica.

A geoestatistica utiliza de um conjunto de métodos estatisticos para a caracterizagao
quantitativa da distribuicdo espacial, e tem sido utilizada em estudos sobre a distribuicdo
espacial de doencas de plantas a nivel de campo (CHELLEMI et al., 1988; LIEBHOLD;
ROSSI; KEMP, 1993; NELSON et al., 1999). Para isso, € necessario a utilizacdo de sistemas
de informagéo geogréfica (SIG), para a coleta, armazenamento e interpretacdo dos dados
georreferenciados (CAMPBELL; NOE, 1985; NELSON et al., 1999).

O SIG relaciona os dados recolhidos do sistema de posicionamento global (Global
Positioning System — GPS) para outras fontes de informacéo e possui a capacidade de relacionar

as camadas de informacéo espacial (NELSON et al., 1999).
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O SIG tem sido aplicado na agricultura para a andlise espacial de espécies de insetos
(COULSON, 1992; DINARDO-MIRANDA et al., 2007; EVERITT; ESCOBAR; DAVIS,
1994; LIEBHOLD; ROSSI; KEMP, 1993) ervas daninhas (JAIME-GARCIA et al., 2001) e
doencas de plantas (ALMEIDA et al., 2011; ALVES et al., 2006; BAE; KNUDSEN, 2007,
BARBOSA, 2002; BARNARD et al., 1998; CZERMAINSKI, 2006; FERREIRA; ABREU,;
PEREIRA, 2009; GOSME; LUCAS, 2010; GUMPERTZ; GRAHAM; RISTAINO, 1997;
JAIME-GARCIA; COTTY, 2006).

Quanto as doencas de plantas, o SIG pode ser utilizado para estudos de padrbes
espaciais, aspectos geograficos do controle da doenca, ainda como a confeccdo de
semivariogramas e de mapas para ilustrar a distribuicdo e propagacao da doenca em escalas
locais, regionais e até continentais (NELSON et al., 1999).

2.4.4. Semivariograma

O semivariograma indica o grau de dependéncia espacial entre as amostras no campo
experimental e é confeccionado a partir da soma dos quadrados da diferenca entre as amostras
separadas por uma mesma distancia, divididas por duas vezes o nimero de pares possiveis para
esta distancia (CRESSIE, 1990; LANDIM, 2006; LIEBHOLD; ROSSI; KEMP, 1993).

A determinacdo e o ajuste do semivariograma é a primeira etapa do processo de
estimacdo dos valores de pontos ndo-amostrados pelo uso da krigagem. E um procedimento
fundamental e que merece muito cuidado, pois 0s ajustes realizados nesta etapa influenciaréo
todas as consideracOes e a confeccdo de mapas posteriores.

Existem trés tipos de semivariograma: a) Semivariograma observado ou experimental,
que é aguele obtido a partir do conjunto de dados amostrais; b) Semivariograma real, composto
por todos os dados da populacdo e, portanto desconhecido; ¢) Semivariograma tedrico,
confeccionado a partir de modelos e utilizado como referéncia (GUERRA, 1988).

O semivariograma tedrico é aquele que tem suas propriedades conhecidas e é utilizado
para realizar inferéncias. Existem inimeros modelos tedricos que podem ser ajustados ao
semivariograma teorico, sendo 0s mais comuns: 0 semivariograma linear, 0 semivariograma
esférico, o semivariograma exponencial e o semivariograma gaussiano (FARACO, 2006;
LANDIM, 2006; RIBEIRO JUNIOR, 2004).

O comportamento da variavel pode ser explicado pelos pardmetros ajustados do
respectivo semivariograma (Figura 1), que séo: efeito pepita (Co), escala (C1), patamar (Co +
C1) e alcance (a) (LANDIM, 2006; LIEBHOLD; ROSSI; KEMP, 1993; VIEIRA, 2000). O
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efeito pepita (Co) reflete o erro analitico, indicando variabilidade ndo explicada de um ponto de
amostragem até o outro, causado por erros experimentais ou por distancias muito grandes entre

as amostras.

Escala (C,) Patamar (C, + C,)

v

Efeito pepita (Cp) I

.

| Rt
Distdncia

F
 J

Alcance (a)

Figura 1 - Componentes de um semivariograma tipico. Fonte: o autor.

O patamar indica a maxima variancia observada na area experimental, ou seja, quando
atingido o patamar é que temos o alcance (a), distancia a partir da qual as amostras nao estao
mais relacionadas entre si. A diferenca entre o efeito pepita e o patamar geram o valor da escala
ou variancia estrutural.

E possivel determinar o grau de aleatoriedade da regionalizago através de um indice
oriundo da relagdo Epr = Co/(Co+C1), denominado de efeito pepita relativo (GARCIA, 1988),
onde temos que:

Epr < 0,15 Componente aleatdria pequena

0,15 < Epr < 0,30 Componente aleatéria é importante

Epr > 0,30 Componente aleatdria € muito importante

O efeito pepita puro é observado quando a menor distancia entre as amostras ja apresenta
o valor da variancia da area experimental, indicando auséncia total de dependéncia espacial.

O ajuste do modelo tedrico ao semivariograma experimental € necessario para
direcionar a estimativa dos valores em locais ndo amostrados. Esta técnica é conhecida como
interpolacgdo e é fundamental para a confecgdo de mapas que reflitam a distribuicdo espacial da
varidvel em estudo em qualquer ponto da area amostrada (CRESSIE, 1990; FLEISCHER;
BLOM; WEISZ, 1999; NELSON et al., 1999).
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_ CAPITULO I:
DISTRIBUIGAO ESPACIAL DO MOFO BRANCO NA CULTURA DA SOJA

RESUMO

O mofo branco na soja, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, pode causar sérios danos
a soja, devido a dificuldade de seu controle. O estudo da distribui¢do espacial do mofo branco
em areas agricolas e as relagdes entre os atributos do patdgeno e os atributos de planta podem
fornecer suporte para melhorar o manejo e controle desta doenca na soja no Brasil. Diante disso,
0 objetivo deste capitulo foi caracterizar a distribui¢do, variabilidade espacial e possiveis
relacfes entre atributos referentes ao mofo branco e atributos de plantas de soja em &reas
naturalmente infestadas com S. sclerotiorum. Foram realizadas amostragens através de uma
malha georreferenciada em uma éarea de 12 hectares (Ha) no municipio de Maué-da-Serra-PR
nas safras 2013/14 e 2014/15 e em outra area de quatro hectares no municipio de Ponta Grossa-
PR na safra 2015/16. A distancia entre os pontos amostrados variou de 8 a 50m nos trés
experimentos. Foram quantificados os esclerodios presentes no solo em cada ponto de
amostragem em quatro pontos de 0,25m x 0,05m de profundidade. As avaliagdes de estande da
cultura, incidéncia, indice de doenca, rendimento e esclerddios produzidos na colheita foram
realizadas em quadrats com area Gtil de 7,2m2. Os dados foram analisados com uso de
estatistica descritiva, ajuste de semivariogramas e matriz de correlacdo de Pearson. As
condicBes meteoroldgicas observadas nos trés experimentos foram adequadas para o
desenvolvimento da cultura da soja e do mofo branco na soja. As variaveis referentes a cultura
da soja apresentaram coeficientes de variacdo baixos ou moderados e as variaveis referentes ao
mofo branco apresentaram coeficiente de variacdo muito elevados. Os ajustes dos
semivariogramas apresentaram diferengas nos trés experimentos, com efeito pepita puro, ajuste
linear, esférico e exponencial. A varidvel esclerddios do solo apresentou efeito pepita puro nos
dois experimentos em Mauéa-da-Serra. Foram encontradas correlacdes significativas positivas
entre a incidéncia do mofo branco e a producéo de esclerddios na colheita, além de correlacéo
negativa com o rendimento nos trés experimentos.

Palavras-chave: Atributos de plantas; incidéncia; indice de doencga; Sclerotinia sclerotiorum;
esclerddios; semivariogramas; Glycine max.



CHAPTER I:
SPATIAL DISTRIBUTION OF WHITE MOLD IN SOYBEAN

ABSTRACT

White mold disease in soybeans, caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, can cause
serious damage to soybean crop, being a pathogen of difficult control. The study of the spatial
distribution of white mold in agricultural fields and the relations between pathogen attributes
and plant attributes can support improvement to the management and control of white mold in
soybean on Brazil. Thus, the objective of this chapter was to characterize the distribution,
spatial variability and possible relations between attributes related to white mold and attributes
of soybean plants in fields naturally infested with S. sclerotiorum. Samplings were carried out
through a georeferenced grid in an area of 12 hectares (ha) in the municipality of Maua-da-
Serra-PR in the 2013/14 and 2014/15 crop seasons and another area of four hectares in the
municipality of Ponta Grossa-PR during the 2015/16 crop season. The distance between the
sampling points ranged from 8 to 50m in the three experiments. Sclerotia present in the soil at
each sampling point were quantified at four points of 0.25m x 0.05m depth. The assessments
of crop stand, incidence, severity, yield and sclerotia produced in the harvest were carried out
in quadrats with a useful area of 7.2m2. Data were analysed using descriptive statistics,
semivariogram adjustment and Pearson correlation matrix. The meteorological conditions
observed in the three experiments were adequate for the development of soybean crop and white
mold disease. The variables related to soybean plants showed low or moderate coefficients of
variation and the variables related to white mold showed high coefficient of variation. The
semivariogram adjustments showed differences in the three experiments, with pure nugget
effect, linear, spherical and exponential adjustment. The variable sclerotia of the soil showed
pure nugget effect in the two experiments in Maua-da-Serra. Significant positive correlations
were found between the incidence of white mold and the production of sclerotia at harvest, in
addition to negative correlation with yield in the three experiments.

Keywords: Plant attributes; Incidence; Severity; Sclerotinia sclerotiorum; Sclerotia,
Semivariograms, Glycine max.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento da localizacdo e quantificacdo de determinada doenca em uma area
agricola é importante pois gera informacdes sobre seu padréo de distribuicdo na area e serve
como suporte para o desenvolvimento de hipdteses biologicas que podem explicar o
comportamento da doenca em associagdo aos demais componentes biolégicos em estudo
(ALVES et al., 2006; BERGAMIN FILHO et al., 2007; CAMPBELL; NOE, 1985).

Dentre estas hipOteses, pode-se encontrar respostas para diversos aspectos da
epidemiologia do patossistema em estudo, tais como: otimizagdo de planos de amostragem;
compreensdo da dindmica populacional do patdgeno; caracterizacdo do padrdo espacial de
dispersdo da doenca; correlacdo entre a populacdo do patdgeno e os fatores ambientais, relevo
e caracteristicas fisico-quimicas do solo; alem do mecanismo de dispersdo da doenca
(BERGAMIN FILHO et al., 2004; CAMPBELL; NOE, 1985).

O estudo do padréo espacial de uma doenca deve ser realizado conjuntamente com a
guantificacdo da fonte de indculo (esclerédios no solo, por exemplo), para uma correta
interpretacdo da dindmica da epidemia, j& que, inicialmente pode ocorrer um padrao agregado,
passando para um padrdo mais regular com o avango da doenca devido ao aumento do inéculo
na &rea (ALVES et al., 2006; BOLAND; HALL, 1988b; CHELLEMI et al., 1988). Esse
comportamento pode esclarecer como ocorre a dispersdo do patégeno na éarea, além de
demonstrar possivel competi¢do dentro da populacdo (CAMPBELL; NOE, 1985).

A identificacdo do padrdo espacial de distribuicdo do indculo esta relacionado com o
padrdo de distribuicdo de plantas doentes na mesma area sendo de grande importancia para a
compreensdo da relacdo patdgeno-hospedeiro (BERGAMIN FILHO et al., 2007; BOLAND;
HALL, 1988b; CAMPBELL; NOE, 1985; FERRANDINO, 2012).

Assim, quantificar e caracterizar a distribuicao espacial do indculo, relacionando com a
incidéncia e/ou severidade da doenca nas plantas, alem da quantificacdo do rendimento da
cultura em cada situacdo amostrada pode servir como base para entender o desenvolvimento da
doenga em uma populagdo de plantas e desenvolver modelos de previsdo de danos na safra
(FILIPE; MAULE; GILLIGAN, 2004; GILLIGAN, 1983; GOSME; LUCAS, 2010;
HAMMOND; CUMMINGS; JOHNSON, 2008; JONES et al., 2011b).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Caracterizar distribuicdo, variabilidade espacial e possiveis relagbes entre atributos
referentes ao mofo branco e atributos de plantas de soja em areas naturalmente infestadas com

S. sclerotiorum.

2.2. ESPECIFICOS

- Caracterizar o padréo de distribuicdo espacial dos atributos do mofo branco, como
incidéncia, severidade e producéo de esclerddios.

- Caracterizar o padrdo de distribuicdo espacial de atributos de planta, como estande e
rendimento na cultura da soja

- Identificar relacOes entre os atributos da doenca e planta.

3. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas amostragens de malha georreferenciada em uma area de
aproximadamente 12 hectares (ha) no municipio de Maua-da-Serra nas safras 2013/14
(Experimento 1) e 2014/15 (Experimento 2) e outra area de quatro hectares no municipio de

Ponta Grossa na safra 2015/16 (Experimento 3).

3.1. EXPERIMENTO 1: MAUA-DA-SERRA SAFRA 2013/14

A area de Maua-da-serra apresenta histérico de ocorréncia do mofo branco na soja desde
a safra 2010/11 (WUTZKI et al., 2016), apresentando até 75% de incidéncia de S. sclerotiorum
na safra 2012/13 (BERGER NETO, 2015) sendo a soja a Unica cultura de verdo semeada desde
a safra 2005/06.

A adubacéo e manejo fitossanitario foram realizadas conforme recomendagdes técnicas
da cultura da soja, sem nenhum controle do mofo branco. A Figura 1 representa a area utilizada

no estudo com a malha de amostragem.
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Figura 1 - Representacdo da area utilizada em Maua-da-Serra, PR, na safra de 2013/14 com os 43 pontos de
amostragem. Fonte: o autor.

A éarea foi semeada dia 29/10/2013 com a variedade FTS Ibyara RR (FT sementes, Ponta
Grossa, PR, Brasil), na densidade de 11 sementes m™. Esta variedade apresenta habito de
crescimento determinado, grupo de maturagdo 5.9 e resisténcia ao acamamento (FT
SEMENTES, 2017).

As amostras foram coletadas em malha com 50 m entre 0s pontos amostrados, com uso
de receptor de sinais de satélites artificiais do sistema GPS, marca Garmin, modelo 62s,
totalizando 43 amostras (Figura 2).

Em cada ponto de amostragem foi demarcado um quadrat de 7,2 m2 (4 linhas de soja x
4 m de comprimento) onde foram realizadas as avaliagdes referentes aos atributos de planta.

Em cada quadrat foram avaliados:
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- Numero de esclerddios antes da semeadura da soja, em quatro pontos de amostragem de 0,5m
x 0,5m x 0,05m, totalizando 1 m?2 com 5 cm de profundidade, conforme metodologia proposta
por Jaccoud Filho et al (2010);
- Estande da cultura no florescimento;
- Avaliacdo da incidéncia e severidade de mofo branco no estadio R5.5 da soja, em todas as
plantas do quadrat;
- Rendimento de gréos;
- NUmero de esclerddios presentes na massa de gréaos.

A severidade do mofo branco foi avaliada com auxilio da escala diagramatica proposta
por Juliatti et al. (2013). De posse da incidéncia, severidade e estande de plantas nos quadrats,
foi calculado o indice de Doenca conforme a equacéo proposta por McKinney (1923):

indice de Doenca: (nota da escala utilizada X nimero de plantas doentes) X 100

(numero total de plantas X valor maximo da escala)

3.2. EXPERIMENTO 2: MAUA-DA-SERRA SAFRA 2014/15

A mesma area de 12 hectares foi utilizada na safra 2014/15 com mudancas na malha
de amostragem, totalizando 44 pontos de amostragem (Figura 2), para evitar a quantificagdo

das variaveis nos mesmos pontos da safra 2013/14.

Figura 2 - Representagdo da &rea utilizada em Maua-da-Serra, PR, na safra de 2014/15 com os 44 pontos de
amostragem. Fonte: o autor.
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A soja foi semeada dia 25/10/2014 com a variedade NS 6909 IPRO (Nidera sementes,
S&o Paulo, SP, Brasil), na densidade de 13 sementes m™ com espagamento entre linhas de
0,45m. Esta variedade apresenta habito de crescimento indeterminado e Grupo de maturagéo
relativo 6.3 (NIDERA SEMENTES, 2015).

A metodologia e as variaveis avaliadas foram as mesmas da safra 2013/14.

3.3. EXPERIMENTO 3: PONTA GROSSA SAFRA 2015/16

Uma area de aproximadamente quatro hectares no municipio de Ponta Grossa — PR,
com histérico de ocorréncia de mofo branco na soja nas safras 2013/14 e 2014/15 foi utilizada
para a realizacdo de 95 pontos de amostragem alocados em uma malha com distancia entre
pontos variando de 8 a 25m (Figura 3). Em cada ponto de amostragem foi demarcado um
quadrat de 7,2 m2 (4 linhas de soja x 4 metros) onde foram realizadas as avaliaces dos atributos
de planta.

o
o 0 o 00%

Figura 3 - Representacdo da area utilizada em Ponta Grossa, PR, na safra de 2015/16 com os 95 pontos de
amostragem. Fonte: o autor.
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Uma coleta de solo foi realizada nesta area no dia 25/09/2015 que apresentou uma
infestacdo média de 18 esclerédios m de S. sclerotiorum.

A semeadura da soja foi realizada no dia 20/10/2015 com 14 semente m™* e espagamento
de 0,45m entre linhas da variedade BMX Alvo RR® (Brasmax Genética, Cambé, PR, Brasil).
Esta variedade apresenta habito de crescimento indeterminado, grupo de maturacéo relativo 5.9
e resisténcia ao acamamento. A adubacdo e manejo fitossanitario foram realizados conforme
as recomendac0es técnicas da cultura, sem nenhum método de controle para o mofo branco.

Em cada ponto de amostragem (quadrat) foram avaliados: estande da cultura; incidéncia
e severidade do mofo branco no estadio R5.5 da soja; rendimento e a producao de esclerddios

na massa de graos.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

As malhas com os pontos de amostragem georeferenciados foram geradas com o uso do
software Quantum GIS® (QGIS DEVELOPMENT TEAM, 2016), os semivariogramas e 0s
mapas foram confeccionados no software VESPER® (MINASNY; MCBRATNEY; WHELAN,
2005). As andalises estatisticas foram executadas no software action stat® (EQUIPE
STATCAMP, 2014)

Os dados foram analisados por BoxPlot e os outliers foram descartados. Apds a remogéo
dos outliers, o conjunto de dados de cada variavel foi submetido ao resumo descritivo de
estatistica basica e ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p<0,05).

Os semivariogramas isotropicos foram ajustados com lags na mesma distancia da malha
de amostragem, para uma distancia maxima no semivariograma equivalente a 50% da maior
distancia observada entre dois pontos de amostragem. Com isso, cada ponto no semivariograma
foi gerado a partir de 64 pares de pontos ou mais (CRESSIE, 1990; FLEISCHER; BLOM,;
WEISZ, 1999; JONES et al., 2011b; LANDIM, 2006; LIEBHOLD; ROSSI; KEMP, 1993;
RIBEIRO JUNIOR, 2004).

Para avaliar o melhor ajuste dos modelos possiveis foi utilizado o Critério de Akaike
(AIC), sendo o menor valor considerado de melhor ajuste (RIBEIRO JUNIOR, 2004;
WEBSTER; MCBRATNEY, 1989)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DADOS METEOROLOGICOS

Para o experimento 1, os dados meteorolédgicos disponiveis mais proximos foram da
estacdo de Apucarana, a 47 km de distancia do local do experimento. Para o experimento 2, 0s
dados meteorologicos disponiveis mais proximos foram de Telémaco Borba, a 64 km de
distancia. Apesar da distancia significativa entre as estacGes meteoroldgicas e a area do
experimento, a temperatura, que é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento do
mofo branco, pode ser estimada através da diferenca de altitude (FRITZSONS; MANTOVANI;
AGUIAR, 2008).

Em trabalho utilizando dados histéricos do IAPAR, SIMEPAR e INMET, de todas as
estacOes meteoroldgicas do Parana (exceto a regido litordnea) (FRITZSONS; MANTOVANI;
AGUIAR, 2008) observaram que existe forte correlacdo entre altitude e temperaturas médias
do més de janeiro em todo o estado do Parana, concluindo que ocorre uma diminui¢do de 1°C
na temperatura a cada 126 metros de ascensdo vertical, sugerindo essa correcao para estimar as
temperaturas de uma regido que ndo apresenta estacdo meteoroldgica proxima.

Baseado no trabalho de Fritzsons; Mantovani e Aguiar (2008), as temperaturas minimas,
médias e maximas foram ajustadas para a area do experimento 1 e 2 (1080m de altitude) a partir
dos dados das estacdes meteoroldgicas de Apucarana (746 m altitude) e Telémaco borba (796m
de altitude). Vale ressaltar que a umidade relativa e a precipitacdo utilizadas foram dados dos
locais das estacBes meteoroldgicas, utilizados como referéncia para a regido, ja que ndo foram
observados periodos prolongados sem chuva nos experimentos 1 e 2, conforme comunicacao
pessoal do produtor que conduzia as areas no periodo dos experimentos. No experimento 3 a
estacdo meteoroldgica de referéncia estava localizada a 7 km da area do experimento, sem
diferenga de altitude significativa.

Durante o ciclo da soja no experimento 1 foram observadas temperatura minima de
9,9°C, umidade relativa minima de 61% no inicio do periodo vegetativo, temperatura maxima
ao redor de 35°C no inicio do florescimento e enchimento de gréos, com precipitacdo total
acumulada de 1081 mm e auséncia de periodos longos (>15 dias) sem precipitacdo (Figura 4).

A soja adapta-se a regibes com temperaturas variando entre 10 e 40°C, com o melhor
desenvolvimento na faixa de 20 a 30°C e com precipita¢cdo minima acumulada de 450 a 800mm
bem distribuidos durante o ciclo da cultura (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).
Conforme os dados meteoroldgicos (Figura 4), todas as variaveis meteorologicas observadas

estavam adequadas para o pleno desenvolvimento da cultura da soja no experimento 1.
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Figura 4 - Dados meteorolégicos observados em Apucarana — PR utilizados como referéncia para o experimento
1 conduzido em Mauda-da-Serra na safra 2013/14, com correcdo de temperatura. Fonte: SIMEPAR. VE:
emergéncia; R1: inicio do florescimento; R3: inicio formacéo das vagens; R8: maturacéo plena (FEHR;
CAVINESS, 1977)

Temperatura Maxima

Durante o ciclo da soja no experimento 2 foram observadas temperatura minima de 7,3
°C e a umidade relativa minima de 56% no inicio periodo vegetativo e a temperatura méaxima
de 33,7°C no final do florescimento, com precipitacdo total acumulada de 830 mm e auséncia

periodos longos (>15 dias) sem precipitacdo (Figura 5).
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Figura 5 - Dados meteoroldgicos observados em Telémaco Borba — PR utilizados como referéncia para o expe-
rimento 2, conduzido em Maua-da-Serra na safra 2014/15, com corre¢do de temperatura. Fonte:
SIMEPAR. VE: emergéncia; R1: inicio do florescimento; R3: inicio formacdo das vagens; R8:
maturacdo plena (FEHR; CAVINESS, 1977)
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Durante o ciclo da soja no experimento 3, a temperatura minima observada foi 13,1 °C,
a temperatura maxima de 30,5°C, a umidade relativa minima de 66,7% e o total acumulado de
precipitacdo foi de 937 mm (Figura 6).

No experimento 3, a temperatura e umidade relativa observadas estavam adequadas ao
pleno desenvolvimento da cultura da soja, ressalvando-se que, durante a formacédo de vagens
e inicio do enchimento de grdos, ocorreu um periodo de 15 dias sem precipitacdo (veranico)
(Figura 6), que provavelmente ndo causou sérios danos a cultura pois anteriormente a esse
veranico foram observadas chuvas regulares e intensas, além de que as temperaturas maximas
se mantiveram na faixa dos 25 a 30°C, diminuindo o potencial de evapotranspiracdo durante
este periodo (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

100

Umidade relativa

M Precipitagdo

Temperatura média

Figura 6 - Dados meteoroldgicos observados na Fazenda Escola Capdo da Onga, utilizados como referéncia para
0 experimento 3 conduzido em Ponta Grossa na safra 2015/16. Fonte: Mini Farm BASF. VE:
emergéncia; R1: inicio do florescimento; R8: maturacédo plena (FEHR; CAVINESS, 1977)

Temperatura Minima Temperatura Maxima

Para que ocorra a germinacdo carpogénica dos esclerodios e infeccdo na soja, S.
sclerotiorum requer de alta umidade relativa do ar e do solo, além de temperaturas entre 15 a
24°C durante o periodo de pré-florescimento e florescimento da cultura da soja (ABAWI,;
GROGAN, 1979; AGHAJANI; SAFAIE; ALIZADEH, 2010; BOLAND; HALL, 1988a;
COLEY-SMITH; COOKE, 1971; HUANG, 1985; PURDY, 1979; SCHWARTZ;
STEADMAN, 1978; SUN; YANG, 2000).

Durante o periodo de pré-florescimento (10 dias antes de R1) é necessario alta umidade

relativa do solo e temperaturas amenas para estimular a germinacao e producdo de apotécios,
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que irdo liberar ascésporos quando do florescimento da cultura (ABAWI; GROGAN, 1979;
BOLAND; HALL, 1988a, 1988b; HUANG et al., 2006). Devido a isso, 0 periodo de pré-
florescimento + florescimento foram utilizados para a observacdo das condigdes
meteorologicas referentes a infec¢do do mofo branco, totalizando 27 dias para o experimento 1
e 35 dias para os experimentos 2 e 3 (Figuras 4, 5 e 6).

Durante o pré-florescimento + florescimento da soja no experimento 1, foram estimadas
as medias de temperaturas minima, média e maxima de 18,5; 22,5 e 29,5°C, respectivamente,
com umidade relativa média de 85,8% e total de precipitacdo de 191,8 mm (Figura 4). No
experimento 2 foram estimadas as medias de temperaturas minima, média e maxima de 15,5;
21 e 28,6°C, respectivamente, com umidade relativa média de 80,4% e total de precipitacdo de
285 mm (Figura 5). Ja no experimento 3, as médias de temperaturas minima, média e maxima
foram de 18,7; 21,5 e 26,2°C, respectivamente, com umidade relativa média de 87,7% e total
de precipitagdo de 239 mm (Figura 6).

Como descrito no paragrafo anterior, a média da temperatura e a umidade relativa foram
adequadas para o desenvolvimento do mofo branco na soja para 0s 3 experimentos. O volume
de precipitacdo também foi adequado, visto que dados relatados por Wutzki (2014), sugerem
um minimo de 100 mm de precipitacdo bem distribuidos durante o periodo de pré-florescimento
+ florescimento da soja para ocorréncia de mofo branco em areas com histérico da doenga no
estado do Parana.

Apbs o florescimento da soja no experimento 3, pode-se observar um periodo sem
precipitacdo (veranico) com diminuicdo da umidade relativa media (Figura 6), o que
provavelmente ndo afetou a infecgdo do patégeno, mas pode ter influenciado negativamente no
desenvolvimento do mofo branco, acarretando em uma menor severidade e consequentemente

nivel menores do indice de doenca para este experimento.

4.2. ESTATISTICA DESCRITIVA

A analise por boxplot sugeriu a existéncia de dados discrepantes (outliers) nos dados do
experimento 1, que foram removidos nas variaveis escleradios do solo (Esc. Solo) e esclerddios
na colheita (Esc. Colheita) (Tabela 1). Contudo, mesmo com a retirada de alguns outliers,
observa-se grande variabilidade nos atributos referentes ao mofo branco, especialmente na
variavel esclerodios do solo, sendo a Gnica variavel que ndo apresentou distribui¢cdo normal dos
dados pelo teste de Shapiro-Wilk (P<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Anélise estatistica descritiva correspondente aos valores minimos (Min); maximos (Max); média (Med);
mediana (Men); desvio padrdo (DP); coeficiente de variacdo (CV); assimetria (Asm); curtose (Crt) e
teste de Shapiro-Wilk (SW) referentes as variaveis avaliadas no experimento 1, Maua-da-Serra, PR,

safra 2013/14
Variavel Un N Min Max Med Men DP CV(%) Asm Crt SW!
Estande plm! 43 79 129 10 98 11 11 04 -0,3 0,98N°
Esc. Solo unm? 41* 0,0 240 58 40 79 136 12 -0,1 0,73*
Incidéncia % 43 36 274 186 190 53 29 -0,5 -0,1 0,97NS
indice doenca 43 18 19,7 10,8 10,9 4,0 37 -0,1 -0,5 0,998

Rendimento  Kgha' 43 1978 3045 2505 2554 287,4 11 0,0 -0,9 0,97NS
Esc. colheita unm? 42t 133 620 357 374 137 38 0,1 -1,0 097"
Un: unidade; N: nimero de amostras; Esc. esclerddios; Pl m™: niimero de plantas de soja em um metro de linha
de semeadura; Remocdo de dados discrepantes pela andlise de BoxPlot; SW: Teste de Shapiro-Wilk: *=
significativo a p<0,05 (rejeita-se hipotese de distribuicdo normal dos dados) e NS= ndo significativo (aceita-se a
hip6tese de distribuicdo normal dos dados).

Nos experimentos 2 (Tabela 2) e 3 (Tabela 3), pode-se observar que apenas as variaveis
estande e rendimento apresentaram distribuicdo normal dos dados (Shapiro-WIIk, p>0,05),
corroborado pelo coeficiente de assimetria que apresentou valores tendendo a zero, e pela
proximidade dos valores da média e mediana, indicando uma distribuicdo central dos dados no
histograma (CRESSIE, 1990).

Tabela 2 - Anélise estatistica descritiva correspondente aos valores minimos (Min); maximos (Max); média (Med);

mediana (Men); desvio padrdo (DP); coeficiente de variacdo (CV); assimetria (Asm); curtose (Crt) e
teste de Shapiro-Wilk (SW) referentes as varidveis avaliadas no experimento 2, em Maua-da-Serra, PR,

na safra 2014/15.
Variavel Un N Min Max Med Men DP CV(%) Asm Crt Sw!
Estande plm' 44 94 136 11,7 118 11 91 -0 -0,8 0,97™
Esc. Solo unm? 44 00 12,0 32 20 35 111 1,1 01 0,83*
Incidéncia % 44 10 204 74 66 51 688 06 -0,6 0,93*
indice doenca 44 03 154 49 42 39 799 0,8 -0,3 0,90*
Rendimento Kgha! 44 3001 3813 3446 3462 236,8 6,8 -01 -12 0,97™

Esc. colheita unm? 44 0 104 34 26 27 800 0,7 -0,3 0,93*
Un: unidade; N: nimero de amostras; Esc. esclerddios; Pl m™: nimero de plantas de soja em um metro de linha
de semeadura; ! Teste de Shapiro-Wilk: *= significativo a p<0,05 (rejeita-se hipdtese de distribuicdo normal dos
dados) e V5= nao significativo (aceita-se a hipotese de distribuicdo normal dos dados).

Pode-se verificar que a média da incidéncia e do indice de doenga foi menor nos
experimentos 2 e 3 (Tabelas 2 e 3, respectivamente) quando comparados ao experimento 1
(Tabela 1). Cabe ressaltar que apenas no experimento 3 foram observados valores minimos
iguais a zero para incidéncia e indice de doenca, ou seja, apenas 0 experimento 3 apresentou

quadrats sem a ocorréncia do mofo branco (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise estatistica descritiva correspondente aos valores minimos (Min); maximos (Max); média (Med);
mediana (Men); desvio padrdo (DP); coeficiente de variacdo (CV); assimetria (Asm); curtose (Crt) e
teste de Shapiro-Wilk (SW) referentes as variaveis avaliadas no experimento 3, em Ponta Grossa, PR,

na safra 2015/16.
Variavel Un N Min Max Med Men DP CV(%) Asm Crt SW!
Estande plm! 95 82 131 106 106 10 94 -0,1 -0,3 0,99™
Incidéncia % 9% 0,0 329 119 10,7 78 657 0,6 -0,1 0,95*
indice doenca 95 00 198 56 45 48 845 10 05 0,91*

Rendimento  Kg hal 95 1936 3970 2950 2963 427 14,5 0,0 -04 0,99™
Esc. colheita unm? 95 0,8 839 21,1 157 185 876 15 16 0,84*
Un: unidade; N: nimero de amostras; Esc. esclerddios; Pl m™: nimero de plantas de soja em um metro de linha
de semeadura; ! Teste de Shapiro-Wilk: *= significativo a p<0,05 (rejeita-se hipétese de distribuicdo normal dos

dados) e NS= nao significativo (aceita-se a hipotese de distribuicdo normal dos dados).

De maneira geral, as variaveis referentes ao mofo branco (esclerédios no solo,
incidéncia, indice de doenca e esclerddios na colheita) apresentaram coeficientes de variagédo
considerados muito altos (PIMENTEL-GOMES, 1985), porém, as variaveis estande e
rendimento apresentaram coeficientes de variacdo baixos ou moderados, indicando que a
metodologia de amostragem foi adequada (CARVALHO et al., 2003) e que a variabilidade
presente nas variaveis referentes ao mofo branco sdo caracteristicas deste patossistema.

A grande variabilidade nas variaveis avaliadas referentes ao mofo branco demonstram
a ocorréncia erratica deste patdgeno em lavouras de soja, conforme observado em outros
estudos (BOLAND; HALL, 1988b; CLARKSON et al., 2013; JACCOUD-FILHO et al., 2016;
JACCOUD FILHO et al., 2010; NASSER et al., 1999), salientando a importancia de técnicas
de geoestatistica para o estudo do mofo branco na soja, ja que a estatistica convencional
apresenta dificuldade em analisar este tipo de conjunto de dados (BERGAMIN FILHO et al.,
2004; CAMPBELL; NOE, 1985; CORREIA, 2010; COULSON, 1992; CRESSIE, 1990;
GUERRA, 1988; HUGHES, 1999; MADDEN; HUGHES, 1999; LANDIM, 2006;
LIEBHOLD; ROSSI; KEMP, 1993; NELSON et al.,, 1999; PIMENTEL-GOMES, 1985;
RIBEIRO JUNIOR, 2004; WHITE; GILLIGAN, 1998).

4.3. SEMIVARIOGRAMAS

Todas as variaveis analisadas no experimento 1, com excecdo do rendimento, foram
espacialmente independentes na malha de amostragem utilizada, caracterizadas como Efeito
Pepita Puro (EPP) (Tabela 4, figura 7).

O EPP indica distribuicdo casual ou aleatoria, ou seja, ndo foi possivel caracterizar a
variabilidade devido a erros de medida, variacdo ndo explicada e/ou o espagamento de

amostragem utilizado ser maior que 0 necessario para identificar a dependéncia espacial



45

(CAMBARDELLA et al., 1994; GUIMARAES, 2004; HUGHES, 1999b; LANDIM, 2006;
RIBEIRO JUNIOR, 2004).

Tabela 4 - Modelos e parametros estimados dos semivariogramas das variaveis avaliadas no experimento 1, Maua-
da-Serra, PR, safra 2013/14.

Variavel Modelo Ep Pt A (m) AIC EPR
Estande EPP
Esc. solo EPP
Incidéncia EPP
Indice doenca EPP
Rendimento Esf 26121 86492 182 82,8 0,30
Esc. colheita EPP

EPP: efeito pepita puro; Esf: esférico; Ep: efeito pepita; Pt: patamar; A: alcance; AIC: critério de Akaike; Epr:
efeito pepita relativo; Esc: esclerddios.

A variavel rendimento, por outro lado, apresentou ajuste ao modelo Esférico com
alcance de 182m e Efeito Pepita relativo de 0,30 (Tabela 4, figura 7). O modelo esférico
descreve fendbmenos com alta continuidade espacial e ¢ comumente utilizada para descrever o
rendimento (CAMBARDELLA et al., 1994; CRESSIE, 1990; FARACO, 2006; GUERRA,
1988; JONES et al., 2011b; LANDIM, 2006; RIBEIRO JUNIOR, 2004).

O EPR de 0,30 (Tabela 4) indica que a componente aleatoria é significativa, segundo a
classificacdo de Garcia (1988), indicando que ha variabilidade ndo explicada, conforme pode
ser observado no ajuste do semivariograma do rendimento (Figura 7 E), ja que o modelo
esférico ndo tem sua origem no valor zero do eixo y (eixo da variancia). Contudo, resultados
semelhantes sdo encontrados na literatura (CARVALHO, 2008; FARACO et al., 2008;
FLORA, 2013; FARACO et al., 2008)
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Figura 7 - Semivariogramas isotropicos ajustados para as variaveis avaliadas no experimento 1 - Maua-da-Serra,
safra 2013/14: A) estande; B) esclerddios recuperados do solo; C) incidéncia do mofo branco; D) indice
de doenca; E) rendimento da soja; F) esclerddios produzidos na colheita. Observacéo: a barra colorida
indica o nimero de pares utilizados em cada ponto no semivariograma.

No experimento 2 (Tabela 5, figura 8), semelhantemente ao observado no experimento

1 (Tabela 4), a variavel esclerodios no solo apresentou EPP, evidenciando a dificuldade de

estudo desta variavel, ja que a realizacdo da quantificacdo dos esclerodios do solo em malhas

de amostragens com distancias menores que a utilizada torna-se inviavel, devido ao intenso

trabalho de coleta das amostras, peneiramento do solo e separacdo e quantificagdo dos

esclerodios. Contudo, a metodologia de coleta e quantificacdo dos esclerddios no solo é dtil

para identificacdo de areas infestadas com S. sclerotiorum (JACCOUD FILHO et al., 2010).
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As varidveis estande e esclerddios na colheita apresentaram ajuste ao modelo esférico
(Tabela 5, figura 8) com a componente aleatéria significativa e alcances de 155,4 e 95,6 m,
respectivamente. Ainda no experimento 2, a incidéncia apresentou ajuste ao modelo
exponencial com alcance pratico de 161,2 m, e o indice de doenca ajustou-se melhor ao modelo
linear, sendo que ambas variaveis apresentaram componente aleatria muito significativa

(Tabela 5, figura 8). O rendimento n&o apresentou dependéncia espacial.

Tabela 5 - Modelos e parametros estimados dos semivariogramas das variaveis avaliadas no experimento 2 - Maua-
da-Serra, safra 2014/15.

Variavel Modelo Ep Pt A (m) AP AIC EPR
Estande Esf 0,3 1,1 155,4 -16,3 0,25
Esc Solo EPP

Incidéncia Exp 118 27,7 90,7 161,2 19,1 0,43
Indice doenca Linear 9,7 21,1 - 13,8 0,46
Rendimento EPP

Esc. Colheita Esf 2,2 8,4 95,6 3,0 0,26

EPP: Efeito Pepita Puro; Esf: Esférico; Exp: Exponencial; Ep: Efeito Pepita; Pt: patamar; A: alcance; AP: alcance
pratico (95% do patamar). AlC: Critério de Akaike; Epr: Efeito Pepita Relativo; Esc: Esclerddios.

No experimento 3, foi aumentado o nimero de pontos de amostragem por area quando
comparado aos experimentos 1 e 2. Esta menor distancia entre 0os pontos amostrados mostrou-
se acertada, ja que foi possivel caracterizar a dependéncia espacial em todas as varidveis
avaliadas, com excecdo dos esclerddios na colheita (Tabela 6, figura 9).

As variaveis estande e indice de doenca apresentaram melhor ajuste ao modelo esférico
com alcances de 46,7 e 42,3 m, respectivamente (Tabela 6, figura 9). Como pode-se observar,
o alcance do indice de doenca foi menor que 50 m, o que pode justificar a auséncia de
dependéncia espacial para esta variedade nos experimentos 1 e 2, que utilizaram uma malha de
amostragem com 50 m entre pontos amostrados (Figuras 1 e 2).

As variaveis estande, incidéncia e indice de doenca apresentaram uma componente
aleatéria muito significativa (Tabela 6, figura 9), ou seja, o erro associado a estes
semivariogramas foi alto, exigindo cautela na interpretacdo dos resultados. Por outro lado, a
varidvel rendimento apresentou a componente aleatéria pequena Ou pouco expressiva,
apresentando melhor ajuste ao modelo exponencial com um alcance pratico de 94,6 m (Tabela
6, figura 9).
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Figura 8 - Semivariogramas isotropicos ajustados para as variveis analisadas no experimento 2, safra 2014/15 em
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Tabela 6 - Modelos e parametros estimados dos semivariogramas das variaveis avaliadas no experimento 3 — Ponta

Grossa, safra 2015/6.

Variavel Modelo Ep Pt A (m) AP  AIC EPR
Estande Esf 0,8 1,1 46,7 -43,1 0,71
Incidéncia Exp 38,8 66,0 37,6 784 338 0,59
indice de doenga Esf 142 255 42,3 12,6 0,56
Rendimento Exp 24430 216531 33,2 946 1849 0,11
Esc. Colheita EPP

EPP: efeito Pepita Puro; Esf: esférico; Exp: exponencial; gau: Gaussiano; Ep: efeito Pepita; Pt; patamar; A:
alcance; AP: alcance pratico (95% do patamar); AIC: critério de Akaike; Epr: efeito pepita relativo; Esc:

esclerddios.
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Figura 9 - Semivariogramas isotrépicos para as varidveis analisadas no exprimento 3, Ponta Grossa, safra 2015/16.
A) estande; B) incidéncia; C) indice de doenga; D) rendimento; E) esclerddios recuperados da massa de
gréos. Observacdo: a barra colorida indica o numero de pares utilizados em cada distancia no

semivariograma.
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Ao intensificar o nimero de pontos amostrados, 0 nimero de pares disponiveis para
gerar o semivariograma é maior, aumentando a qualidade do ajuste. Porém, como o nimero de
pontos amostrados por area foi elevado, e os esclerddios no solo apresentou EPP nos dois
experimentos anteriores, optou-se por ndo realizar a quantificacdo dos esclerddios no solo no
experimento 3, j& que seria necessario o processamento de aproximadamente 1728 kg de solo
que demandaria aproximadamente 256 horas de trabalho entre coleta, secagem, moagem e

peneiramento do solo, e a separacao, identificacdo e quantificacdo dos esclerddios.

4.4. MATRIZ DE CORRELACAO DE PEARSON

O grau de relacéo linear entre duas varidveis € indicado pelo coeficiente de correlagao
de Pearson (r), e sua significancia é dada pelo valor de p. O coeficiente de Pearson (r) pode
variar de -1 a 1, sendo que valores negativos indicam relacdo inversamente proporcional e
valores positivos indicam relagdo positiva entre as variaveis. Valor de r igual zero indica a
auséncia de correlacdo. De acordo com Franzblau (1958), pode-se interpretar a magnitude da
relacdo entre duas variaveis como com o valor de r, sendo que: se | r | < 0,20, a correlagédo é
negligenciavel; se 0,20 < | r | < 0,40, a correlacdo é fraca; se 0,40 <|r|< 0,60, a correlacdo é
moderada; se 0,60 < | r|< 0,80, a correlacdo € forte e se | r | > 0,80, a correlacdo é muito forte.

Nas Tabelas 7, 8 e 9 podem ser observadas as matrizes de correlacdo de Pearson para as
variaveis avaliadas nos experimentos 1, 2 e 3, respectivamente. Pode-se observar que a variavel
estande ndo apresentou relacdo significativa com nenhuma outra variavel em nenhum dos trés

experimentos.

Tabela 7 - Matriz de correlagéo de Pearson entre as variaveis avaliadas no experimento 1 — Maua-da-Serra, safra

2013/14.
Estande Esc S Inc ID Rend Esc C
Estande 1,00 -0,25 0,19 0,23 0,06 0,22
p-valor 1,000 0,112 0,231 0,144 0,713 0,164
Esc S -0,25 1,00 0,11 0,06 -0,10 0,09
p-valor 0,112 1,000 0,497 0,707 0,526 0,563
Inc 0,19 0,11 1,00 0,86* -0,51* 0,59*
p-valor 0,231 0,497 1,000 0,000 0,001 0,000
ID 0,23 0,06 0,86* 1,00 -0,44* 0,45*
p-valor 0,144 0,707 0,000 1,000 0,004 0,004
Rend 0,06 -0,10 -0,51* -0,44* 1,00 0,07
p-valor 0,713 0,526 0,001 0,004 1,000 0,659
Esc C 0,22 0,09 0,59* 0,45* 0,07 1,00
p-valor 0,164 0,563 0,000 0,004 0,659 1,000

Esc S: esclerédios recuperados do solo; Inc: incidéncia; ID: indice de doenca; Rend: rendimento; Esc C:
esclerodios recuperados massa de graos na colheita; *: correlacdo significativa p<0,05.
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A variavel esclerddios do solo ndo apresentou relacdo com nenhuma outra varidvel no
experimento 1 (Tabela 7), mas apresentou correlacdo positiva com as variaveis incidéncia,
indice de doenca e esclerddios na colheita no experimento 2 (Tabela 8). Ainda no experimento
2 a varavel esclerodio no solo apresentou correlacdo negativa com a variavel rendimento
(Tabela 8). Vale lembrar que no experimento 2, as médias de esclerddios no solo, incidéncia e
indice de doenca foram menores (Tabela 1) quando comparadas ao experimento 1 (Tabela 2),
demonstrando o comportamento variavel e dificuldade de previsdo do mofo branco na soja com

base na quantificacdo de esclerddios no solo.

Tabela 8 - Matriz de correlagéo de Pearson entre as variaveis avaliadas no experimento 2 — Maua-da-Serra, safra

2014/15.
Esc S Estande Inc ID Rend Esc C
Esc_S 1,00 0,04 0,49* 0,47* -0,31* 0,53*
p-valor 1,000 0,811 0,001 0,001 0,042 0,000
Estande 0,04 1,00 -0,22 -0,21 0,07 -0,24
p-valor 0,811 1,000 0,156 0,168 0,669 0,123
Inc 0,49* -0,22 1,00 0,97* -0,36* 0,79*
p-valor 0,001 0,156 1,000 0,000 0,015 0,000
ID 0,47* -0,21 0,97* 1,00 -0,32* 0,77*
p-valor 0,001 0,168 0,000 1,000 0,032 0,000
Rend -0,31* 0,07 -0,36* -0,32* 1,00 -0,40*
p-valor 0,042 0,669 0,015 0,032 1,000 0,007
Esc C 0,53* -0,24 0,79* 0,77* -0,40* 1,00
p-valor 0,000 0,123 0,000 0,000 0,007 1,000

Esc S: esclerédios recuperados do solo; Inc: incidéncia; ID: indice de doenca; Rend: rendimento; Esc C:
esclerdodios recuperados massa de graos na colheita; *: correlacao significativa p<0,05.

As variaveis incidéncia e indice de doenca apresentaram correlacdo positiva com 0s
esclerodios na colheita nos trés experimentos (Tabela 7, 8 e 9) além de apresentaram forte
correlacdo entre si. O indice de doenca apresentou correlagdo negativa com o rendimento nos
trés experimentos, e a incidéncia também apresentou correlacéo negativa com o rendimento no
experimentos 1 e 2 (Tabelas 7, 8 e 9), demonstrando a estabilidade da correlagdo entre essas
variaveis e 0s danos que o mofo branco pode causar a cultura da soja (HOFFMAN et al., 1998;
KURLE et al., 2001; PELTIER et al., 2012).

A quantificacdo de esclerodios no solo apresentou resultados inconsistentes e nenhum
ou baixo coeficiente de correlagdo com as variaveis relacionadas ao mofo branco na soja, além
de ser uma metodologia que demanda muito trabalho. Devido a isso, constatou-se a necessidade

de estudar métodos para identificar e quantificar a presenga de ascosporos de S. sclerotiorum
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durante o florescimento da cultura da soja e suas provaveis relagdes com a incidéncia e indice
de doenga na cultura da soja.

Tabela 9 - Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis avaliadas no experimento 3 — Ponta Grossa, safra

2015/16.
Estande Inc ID Rend Esc C
Estande 1,00 -0,01 0,10 -0,11 0,02
p-valor 1,000 0,906 0,354 0,301 0,877
Inc -0,01 1,00 0,91* -0,19 0,71*
p-valor 0,906 1,000 0,000 0,065 0,000
ID 0,10 0,91* 1,00 -0,30* 0,63*
p-valor 0,354 0,000 1,000 0,003 0,000
Rend -0,11 -0,19 -0,30* 1,00 0,00
p-valor 0,301 0,065 0,003 1,000 0,997
Esc C 0,02 0,71* 0,63* 0,00 1,00
p-valor 0,877 0,000 0,000 0,997 1,000

Inc: incidéncia; ID: indice de doenca; Rend: rendimento; Esc C: esclerddios recuperados massa de grdos na
colheita; *: correlagao significativa p<0,05.

5. CONCLUSOES

As variaveis meteoroldgicas observadas foram adequadas ao pleno desenvolvimento da
cultura e ao desenvolvimento do mofo branco na soja nos trés experimentos.

A analise descritiva basica mostrou que as variaveis referentes ao mofo branco
apresentam coeficientes de variacdo de moderado a elevados e ndo apresentaram distribuicédo
normal dos dados nos experimentos 2 (Maua-da-Serra safra 2014/15) e experimento 3 (Ponta
Grossa safra 2015/16).

A andlise descritiva mostrou que a variavel rendimento apresentou coeficiente de
variacdo baixo a moderado e distribuicdo normal nos trés experimentos.

O ajuste dos semivariogramas apresentou diferencas nos trés experimentos, com ajustes
aos modelos EPP, linear, esférico e exponencial.

A menor distancia entre pontos amostrados e 0 maior numero de pontos disponiveis
proporcionaram melhor qualidade do ajuste dos semivariogramas no experimento 3 (Ponta
Grossa safra 2015/16).

O indice de doenga apresentou correlagcdo positiva com a incidéncia e a producdo de

esclerodios na colheita, e correlacdo negativa com o rendimento nos trés experimentos.
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_ ) CAPITULO II: _ )
AVALIACAO DE METODOS PARA QUANTIFICACAO DE INOCULO DE MOFO
BRANCO (Sclerotinia sclerotiorum) NA CULTURA DA SOJA

RESUMO

O mofo branco pode causar sérios danos a cultura da soja e é uma doenca de dificil
controle, ja que apresenta ocorréncia esporadica e 0s esclerddios podem permanecer viaveis por
longos periodos no solo. Diante disso, a identificacdo de in6culo do mofo branco em areas de
soja pode ser importante para a escolha correta de medidas de controle durante o ciclo da
cultura. O objetivo deste trabalho foi avaliar técnicas de identificacdo e quantificacdo de
ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum durante o florescimento na cultura da soja. A deposi¢édo
do bioaerossol, partes de folha e flores da soja foram avaliadas com o uso de meio semi-seletivo
a Sclerotinia sclerotiorum (MSS) e reacdo quantitativa em cadeia da polimerase (QPCR), sendo
utilizado até 36 pontos de amostragem um uma area de soja em Ponta Grossa-PR. Todos 0s
pontos de amostragem apresentaram incidéncia de mofo branco na soja. A identificacdo de
inéculo de mofo branco com incubagdo em MSS mostrou-se a técnica com maior sensibilidade,
mas demanda de até 15 dias para a confirmacéo de S. sclerotiorum, tanto para bioaerossol, como
flores e partes de folhas de soja. Foi possivel otimizar o protocolo de extracdo de DNA e ciclo
de reacdo para gPCR, além de gerar uma curva padrdo com DNA oriundo de ascosporos de S.
sclerotiorum, com ajuste ao modelo linear (R2=0,99) e eficiéncia de 92,2%. O uso de gPCR
mostrou-se promissor para partes de folhas, sendo possivel resultados em um dia de trabalho.

Palavras-chave: meio semi-seletivo; gPCR; bioerrossol; ascosporos; florescimento; Glycine
Max.



CHAPTER II:
EVALUATION OF METHODS FOR QUANTIFICATION OF INOCULUM OF
Sclerotinia sclerotiorum IN SOYBEAN

ABSTRACT

White mold can cause serious damage to soybean crop and it is a disease of hard control, since
it has a sporadic occurrence and sclerotia can remain viable for long periods in the soil.
Therefore, the identification of white mold inoculum in soybean fields is important for the
correct choice of control techniques during the crop cycle. The objective of this work was to
evaluate techniques of identification and quantification of ascospores of Sclerotinia
sclerotiorum during flowering period in soybean crop. The deposition of bioaerossol, leaf parts
and soybean flowers were evaluated using semi-selective medium to Sclerotinia sclerotiorum
(MSS) and quantitative polymerase chain reaction (qPCR), using up to 36 sampling points in a
Soybean field in Ponta Grossa-PR. All sampling points showed white mold incidence in
soybean crop. The identification of white mold inoculum with incubation on MSS was shown
to be the most sensitive technique, but takes up to 15 days for the confirmation of S.
sclerotiorum pathogen for bioaerossol, flowers and parts of soybean leaves. It was possible to
optimize the protocol of DNA extraction and reaction cycle for qPCR, besides generating a
standard curve with DNA from ascospores of S. sclerotiorum, adjusted to the linear model (R2
=0, 99) and efficiency of 92.2%. The use of gPCR showed promise results for leaf parts, being
possible achieve concluding results in one working day.

Keywords: semi-selective medium; qPCR; bioaerossol; ascospores; flowering; Glycine Max.
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1. INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um importante patdgeno na cultura da soja,
principalmente em regides com alta umidade relativa do ar e solo aliadas temperaturas amenas.
As epidemias mais severas do mofo branco na soja s&o originarias da germinacdo carpogénica
dos esclerddios e liberacdo dos ascosporos durante o florescimento da soja.

A presenca de ascAsporos em meio a inimeras particulas biolégicas em suspenséao no ar
(bioaerossol) no periodo de florescimento da soja, sdo a fonte primaria de inoculo que
desencadeiam a maioria das epidemias do mofo branco. A deposicao dos ascosporos em flores
e folhas de soja podem iniciar o processo de infeccdo que pode culminar com o
comprometimento de toda a planta.

O mofo branco apresenta ocorréncia esporadica nas culturas hospedeiras, tornando
modelo de previsdo de ocorréncia de doenca de grande valor para este patogeno. Varios relatos
de quantificacdo de ascosporos visando modelos de previsdo de doenca foram relatados em
varias culturas, como canola (BECKA et al.,, 2016; ZIESMAN et al., 2015); feijdo
(HARIKRISHNAN; RO, 2006); alface (CLARKSON et al., 2014), contudo, estudos com soja
ainda sdo escassos. Assim, um método para identificar e quantificar a presenca de ascosporos
no bioaerossol durante o florescimento da soja pode ser de grande valia para 0 monitoramento
e manejo de S. sclerotiorum.

Véarios métodos para identificacdo e quantificacdo de ascosporos de mofo branco tem
sido descritos na literatura, como o uso de superficies adesivas com posterior identificacdo via
microscopia, uso de meio de cultura seletivos a S. sclerotiorum, quantificacao de flores e folhas

infectadas, além do uso de técnicas moleculares de identificacao.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar técnicas de identificacdo e quantificacdo de

ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum durante o florescimento na cultura da Soja
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar 0 uso de meio de cultura semi-seletivo a S. sclerotiorum (MSS) para
identificacdo e quantificacdo de ascosporos de S. sclerotiorum presentes no bioaerossol, folhas
e flores na cultura da soja.

- Identificacéo e quantificacdo dos ascosporos no bioaerossol de S. sclerotiorum através
da técnica da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR) de amostras coletadas em

fita adesiva, folhas e flores na cultura da soja.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DA AREA

Uma &rea de aproximadamente 4 hectares no municipio de Ponta Grossa — PR, Brasil,
com historico de ocorréncia de mofo branco desde a safra 2013/14, foi utilizada para testar as
diferentes metodologias de coleta de ascosporos e avaliagdo da ocorréncia do mofo branco.

A semeadura da soja foi realizada no dia 20/10/2015 com 14 semente m™* e espagcamento
de 0,45m entre linhas da variedade de soja BMX Alvo RR® (Brasmax Genética, Cambé, PR,
Brasil). A variedade semeada apresenta habito de crescimento indeterminado, Grupo de
maturacao relativo 5.9 e resisténcia ao acamamento (BRASMAX, 2017). A adubacao e manejo
fitossanitario foi realizado conforme as recomendacdes técnicas da cultura, sem nenhum
método de controle para o mofo branco.

Na parte central da area, foram demarcadas 36 parcelas de 7x8 m (&rea (til de 4 linhas

de soja x 4 m, totalizando 7,2 m2), onde foram realizadas as amostragens.

3.2. COLETOR DE ESPOROS

Com o intuito de se coletar esporos presentes no ar, foi desenvolvido um coletor de
esporos denominado coletor F12 (Figura 1). Apesar de existir equipamentos especializados para
a coleta do bioaerossol, estes apresentam alto custo, inviabilizando a disseminacao de seu uso
em areas agricolas. Diante disso, o coletor F12 apresenta menor custo e facilidade de
montagem, quando comparado aos equipamentos comerciais disponiveis, podendo ser utilizado
em larga escala para monitoramento de esporos presentes no ar em areas agricolas.

O projeto utilizou componentes de PVC facilmente encontrados no mercado, sendo
composto por tubos e conexdes de 100 mm de didmetro, um cooler de computador para forgar
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0 aerossol pelo aparelho nos periodos de vento com baixa intensidade e também limitar o fluxo
de ar em periodos de vento com alta intensidade. Além disso o equipamento possui um “funil”
para direcionar o fluxo de ar para a fita de coleta. A fixacdo do equipamento foi realizada em
uma haste de aluminio contendo uma reducéo de pvc de 50-40 mm e um rolamento para deixar
livre 0 movimento do coletor e sempre estar direcionado para o vento através do direcionador
instalado na parte superior do mesmo (Figura 1).

A alimentacéo do cooler se deu com o uso de bateria 12 volts, através de um sistema de
fiacdo interno a haste de fixacdo com plugue, para facil remocédo do equipamento.

O bioaerossol é direcionado para uma fita plastica contendo uma fina camada de uma
mistura de vaselina liquida e sélida (Proporgdo 1:1), onde os esporos ficam aderidos. As coletas
foram realizadas durante o dia, entre 10h00min e 13h00min, nos dias 29/12/2015, 7 e

11/01/2016. Ap0s a retirada dos coletores, as fitas foram mantidas congeladas a -20°C até seu

uso nas reagoes de qPCR.

Figura 1 - Coletor F12 instalado em uma area experimental, Ponta Grossa, 2016. Foto: Carlos Rafael Wutzki.

3.3. MEIO SEMI-SELETIVO A Sclerotinia sclerotiorum

Para a deteccgdo de ascosporos de S. sclerotiorum no bioaerossol, em folhas e flores, foi
utilizado um meio semi-seletivo (MSS) composto por batata-dextrose-agar (38 g L),
cloranfenicol (50 mg L), azul de bromofenol (50 mg L) com pH corrigido para 4,7 com uso

de HCI. Apds a autoclavagem, com o meio a aproximadamente 50°C adicionou-se
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PentaCloroNitroBenzeno (95% do ingrediente ativo, 20 mg L) tendo por base os trabalhos de
(BEN-YEPHET; BITTON, 1985; PERES; NASSER; MACHADO, 2002; STEADMAN;
MARCINKOWSKA; RUTLEDGES, 1994). Foram vertidos aproximadamente 20 mL do MSS
em cada placa de Petri com diametro de 90 mm.

A identificacdo de S. sclerotiorum se da pela formacgéo de um halo amarelo em torno do
crescimento do patdgeno, devido a liberacdo de &cido oxalico que acidifica 0 meio e muda a
cor de azul para amarelo (PARKER; MCDONALD; BOLAND, 2014a; PERES; NASSER;
MACHADO, 2002; STEADMAN; MARCINKOWSKA; RUTLEDGES, 1994).

Contudo, outras espécies de fungos podem acidificar o meio que estdo, como
Aspergillus, Botrytis e Penicillium sp, causando falsos positivos (BEN-YEPHET; BITTON,
1985; PERES; NASSER; MACHADO, 2002; STEADMAN; MARCINKOWSKA;
RUTLEDGES, 1994). Devido a isso, amostras das coldnias identificadas como S. sclerotiorum
foram repicadas para novas placas contendo MSS e incubadas a 19+2°C e fotoperiodo de 12
horas de luz até a formacdo de esclerddios tipicos e confirmacdo do patdgeno.

3.4. AMOSTRAGENS

Foram realizadas coletas de folhas e flores nos dias 29/12/2015, 07/01/2016 e
11/01/20186, respectivamente aos 7, 16 e 20 dias ap6s o inicio do florescimento da soja. Com
auxilio de pingas esterilizadas, foram coletadas 10 flores e 10 folhas aleatoriamente nas duas
linhas centrais de cada ponto de amostragem e acondicionadas em placas de Petri estéreis
mantidas em caixas térmicas de isopor resfriadas (20+5°C) com gelo artificial até o uso no
laboratorio.

No laboratério, no maximo duas horas apds a coleta no campo, de cada folha foi
“recortado” um pedago de 1 cm? da parte central, sendo que de cada ponto de amostragem 5
pedacos de folha e 5 flores foram uniformemente distribuidas em placas de Petri de 90 mm de
didametro contendo MSS e incubadas a 19+2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz por 120 horas
(BECKA et al., 2016; BEN-YEPHET; BITTON, 1985; PARKER; MCDONALD; BOLAND,
2014a). Também foram acondicionados 5 pedacos de folha em um microtubo de 2 mL assim
como 5 flores em outro tubo de 2 mL, os quais foram mantidos congelados a -20°C para
posterior extracdo de DNA e reagdo de qPCR.

Para a quantificacdo de ascosporos presentes no ar, duas placas de Petri de 90 mm de
diametro contendo MSS foram colocadas entre as duas linhas centrais de cada ponto de
amostragem em suportes de madeiras na altura do dossel das plantas de soja (Figura 2).
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3 \ L2 i HRY.
Figura 2 - suporte de madeira com as placas de Petri contendo MSS para coleta de ascosporos de S. sclerotiorum
na cultura da soja. Ponta Grossa, 2016. Foto: Carlos Rafael Wutzki.

Foram realizadas coletas do bioaerossol nos dias 26, 28 e 29/12/2015 e 5, 6, 7 e
11/01/2016, com abertura das placas entre 10hrs e 13hrs, sendo este periodo relatado como de
maior liberagdo de ascésporos (ALMQUIST; WALLENHAMMAR, 2015; BEN-YEPHET;
BITTON, 1985; PARKER; MCDONALD; BOLAND, 2014b; ROGERS; ATKINS; WEST,
2009).

Apbs a coleta, as placas foram fechadas com filme plastico e acondicionadas em caixas
térmicas de isopor resfriadas (20£5°C) com gelo artificial para o transporte até o laboratorio,

onde foram incubadas a 19+2°C e fotoperiodo de 12 horas e avaliadas entre 72 e 90 horas.
3.5. AVALIACOES

As avaliagdes e a colheita em cada ponto de amostragem foram realizadas em quadrats
com quatro linhas de semeadura de soja por quatro metros de comprimento, totalizando uma
area util de 7,2 m2. As avaliacOes de incidéncia e severidade das plantas infectadas por S.
sclerotiorum foram realizadas no estadio fenoldgico R6 - final do enchimento de gréos (FEHR;
CAVINESS, 1977).

Para a severidade foi utilizada a escala diagramética proposta por Juliatti et al. (2013).
Como foram contadas todas as plantas em cada quadrat, a incidéncia e severidade foram
corrigidas em equivalente a 100 plantas, ou seja, os resultados foram expressos em
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porcentagem. O indice de doenca foi calculado conforme a formula proposta por McKinney
(1923), onde:

indice de Doenca: (nota da escala utilizada X ntmero de plantas doentes) X 100

(ndmero total de plantas X valor maximo da escala)

As plantas da area colhida foram trilhadas com uma batedeira de cereais motorizada e a
umidade foi corrigida a 13% v/v. Apds a colheita, foram separados da massa de gréos os
esclerodios produzidos em cada ponto de amostragem. Para a separacdo dos esclerddios, a
massa de gréos de cada parcela foi despejada em uma bandeja plastica branca e procedeu-se a

remoc¢do manual dos esclerddios com o auxilio de pincas.

3.6. METODOS DE QUANTIFICACAO DE ASCOSPOROS

3.6.1. Extracdo de DNA das flores, folhas e fitas

A metodologia de extracdo de DNA foi baseada e adaptada dos trabalhos de Murray e
Thompson (1980), Ferreira e Grattapaglia (1995); Freeman et al. (2002); Grabicoski et al.
(2015); Parker; Mcdonald e Boland (2014a); Rogers; Atkins e West (2009).

O DNA presente nas folhas, flores e fitas armazenadas em microtubos de 2 mL foi
extraido adicionando-se 200 mg de micro pérolas de vidro 425-600 um lavadas em acido e 500
uL da solucdo de extracdo de brometo de cetil trimetilamdnio (CTAB 2%, NaCl 1,4 M; Tris-
HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; 1% e agua ultra-pura). Foram realizados trés ciclos
contendo: disrupgdo mecénica no vortex (2 minutos), congelamento em freezer (10 min) e
incubagdo a 60°C (2 min). Apos trés ciclos, o liquido foi transferido para outro microtubo de 2
mL que passou por congelamento (10min a -20°C) e incubac¢éo a 60°C por 30 minutos.

A extracdo prosseguiu com a adicdo de 500uL de clorofil (solucdo de cloroférmio /
alcool isoamilico na proporcdo de 24:1, respectivamente), agitacdo manual por 5min,
centrifugacdo por 15 min a 7000 rpm. Transferiu-se todo o liquido sobrenadante para um novo
microtubo de 1,5 mL e adicionou-se 500 pL de isopropanol gelado, agitando manualmente (5
min), centrifugando (5 min a 7000 rpm), descartando o sobrenadante, adicionando 300 pL de
etanol 70% gelado, centrifugando novamente (5 min a 7000 rpm), descartando novamente o
sobrenadante, adicionando 300 pL de etanol 99% gelado, centrifugando novamente (5 min a
7000 rpm) e apos o ultimo descarte do sobrenadante, os microtubos foram deixados abertos
secando durante 12 horas (Overnight). As amostras foram entdo ressuspensas em 100 pL de

agua ultra pura e armazenadas congeladas a -20°C até seu uso.
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3.6.2. Reagdo q PCR

As reacdes de qPCR foram realizadas em um equipamento Mx3005P (Stratagene). Para
as reacOes foram utilizadas 10 pL do Master Mix Fast Start universal SYBR green master ROX
(Roche Life Sciences), adicionaram-se os primers SsF/SsR (YIN et al., 2009) na concentracao
de 400 nM e 5 pL da amostra de DNA, completando-se o volume total de reacdo com agua
ultra pura até 20 pL. A concentracdo de 400 nM dos primers foi a que apresentou melhores
resultados em pré testes realizados (dados néo apresentados).

As condigdes utilizadas para a reagdo de gPCR, conforme recomendacdes do fabricante
do mix de reacdo utilizado, constitui-se de um ciclo inicial de 95°C por 15 min, seguidos por
35 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. As reac6es foram mantidas a 95°C por 1 min e
curvas de dissociacdo dos produtos amplificados foram geradas iniciando-se em 70°C e
finalizando em 90°C. Em todas reac¢Ges foram utilizados controle positivo, composto por 20 ng
de DNA de S. sclerotiorum, e controle negativo, composto pelo kit, primers e agua ultrapura.

As amostras foram consideradas validas quando as duplicatas apresentaram
amplificacdo e a curva de dissociacdo resultou em apenas um pico em torno dos 81°C, que foi
a temperatura de dissociagdo observada em DNA puro extraido de ascésporos de S.
sclerotiorum isolado 1-45 jatai (GARCIA, 2008). Os resultados apresentados sdo as médias das
duplicatas (quando a diferenca entre as duplicatas foi maior que 1 ciclo, ndo era considerada

valida).

3.6.3. Especificidade do Primer

O par de primers SsF/SsR (YIN et al., 2009) foram testados com 14 espécies diferentes
de fungos que podem estar presentes no bioaerossol, folhas e flores da cultura da soja, alem do
DNA da soja. As reacdes utilizaram 10ng de DNA de cada patogeno e de folhas de soja, cedidas
pela Dr? Edilaine M. G. Grabicoski (GRABICOSKI, 2012).

3.6.4. Suspensao de ascésporos e curva padréo de gPCR
Esclerédios produzidos em laboratério do isolado Mutuca P11 foram dispostos em

caixas plasticas tipo gerbox sobre substrato comercial esterilizado e mantidos a 19+2°C com

fotoperiodo de 12 horas de luz. Apds a formacédo dos apotécios, 0s mesmos foram transferidos
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para microtubos estéreis contendo 1mL de agua destilada e agitados mecanicamente para
desprender os ascosporos do apotécio.

Apoés aferida a concentragio de ascosporos, o volume correspondente a 1 x 10°
ascosporos foi transferido para um microtubo estéril onde foi realizada a extracdo do DNA
conforme protocolo descrito anteriormente. Este procedimento foi repetido trés vezes.

Para a curva padréo, o DNA equivalente a 100.000 esporos foi ressuspendido em 100
pL de agua ultrapura, tendo sido realizadas quatro dilui¢Ges seriais (1:10) e uma diluicéo (1:2)
com a suspensao equivalente ao DNA de 100 ascdsporos. Para a reacdo da curva padrao, foram
utilizados 5uL de cada diluicdo, sendo equivalente ao DNA de 5.000, 500, 50, 5, 2,5 e 0,5

ascOsporos, respectivamente.

3.7. CONDICOES METEOROLOGICAS

Os dados meteorolégicos foram coletados em uma estacdo meteoroldgica situada na
Fazenda Escola Capéo da Onca, em Ponta Grossa, PR. O experimento estava situado a 7 km de
distdncia do local da estacdo meteoroldgica. As varidveis coletadas foram precipitacéo,

umidade relativa do ar e temperatura maxima, minima e média do ar.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CONDICOES METEOROLOGICAS

A temperatura e umidade relativa observadas estavam adequadas ao pleno
desenvolvimento da cultura da soja, ressalvando-se que, durante a formacéo de vagens e inicio
do enchimento de grdos, ocorreu um periodo de 15 dias sem precipitacdo (veranico) (Figura 3).
Contudo, este periodo sem precipitacdo ocorreu ap6s a coleta das amostras durante o
florescimento da cultura, ndo apresentando nenhuma limitagdo relativa aos dados
meteoroldgicos para a liberacdo de ascosporos e infecgcdo da cultura da soja.
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Figura 3 - Dados meteorol6gicos observados na Fazenda Escola Capdo da Onga, utilizados como referéncia para
0 experimento conduzido em Ponta Grossa na safra 2015/16. Fonte: Mini Farm BASF. VE: emergéncia;
R1: inicio do florescimento; R8: maturacédo plena (FEHR; CAVINESS, 1977).

4.2. ESPECIFICIDADE DO PRIMER

Utilizando os parametros de ciclo para a reacdo de gPCR conforme descrito no material
e métodos, observou-se que o primer apresentou alta especificidade para S. sclerotiorum, sendo
que apenas ocorreu amplificacdo do DNA de S. minor (Tabela 1). Entretanto, foram observadas
diferencas na temperatura da curva de dissociacao entre S. minor e S. sclerotiorum (Figura 4)
sendo assim possivel, distingui-las por este critério, além de que a amplificagdo de S. minor é

bem mais tardia (Tabela 1).
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Tabela 1 — Teste de especificidade do primer SsF/SsR (YIN et al., 2009) para DNA de microrganismos possiveis
de estarem presentes nas amostras coletadas em lavouras de soja.

Amostra Ct* Amostra Ct*
Cercospora sojina - Penicilium sp. -
Phomopsis sojae - Rhizopus sp. -
Cercospora kikuchii - Trichoderma sp. -
Fusarium sp. - Sclerotinia minor 34,53
Aspergillus sp - Sclerotium rolfsii -
Rhizoctonia sp. - Glycine max -
Coletotrichum sp. - S. sclerotiorum (5000 ascosporos) 21,82
Machophomina phaseolina - S. sclerotiorum (5 ascdsporos) 31,83

Aspergillus sp. -
*Ct: Cycle Threshold — Ciclo Limiar de Detecgao.

Dissociation Curve

S. minor =% : U
L ; : < S. sclerotiorum

Fluorescence (-R' (T))
» .
g g

"
b

1000

Temperature (°C)

Figura 4 — Curvas de dissociacdo de Sclerotinia minor e Sclerotinia sclerotiorum meio de gPCR.
4.3. CURVA PADRAO DE gPCR

As triplicatas utilizadas para a confecgdo da curva padrdo apresentaram alta
repetibilidade, com exce¢do da concentracdo equivalente a 0,5 ascosporo onde apenas umas das
triplicatas ndo apresentou amplificacdo (Figura 5 A). Resultados semelhantes foram observados
por Parker, McDonald e Boland (2014a) que, apesar de utilizarem um primer diferente e
isolados de S. sclerotiorum oriundos de canola, verificaram que pelo menos uma das triplicatas

sempre foi positiva nas rea¢6es equivalentes a 0,5 ascosporo.
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Figura 5 - A) Curvas de amplificacGes a partir de dilui¢des de DNA de ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum. B)
Curva padrdo gerada a partir diluicdo do DNA de S. sclerotiorum equivalente a 5000; 500; 50; 5; 2,5 €
0,5 ascosporos (reagdes em triplicatas).

4.4. MEIO SEMI-SELETIVO A Sclerotinia sclerotiorum

A deteccdo do ascosporos de S. sclerotiorum no bioaerossol com o uso do meio semi-
seletivo (MSS) mostrou-se eficiente com periodos de incubacdo de 48 a 72 horas (Figura 6A),
com a formacdo de halos amarelos e o crescimento de micélio tipico de S. sclerotiorum
(PURDY, 1979; SCHWARTZ; STEADMAN, 1978). Todas colbnias identificadas no MSS
foram repicadas em novas placas de Petri contendo MSS e apés o periodo de incubacédo (a
19+2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz) variando de 10 até 15 dias, verificou-se a formacéo
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de esclerddios tipicos de S. sclerotiorum em todos os isolados, confirmando a eficiéncia do

MSS (Figura 6B) e descartando a ocorréncia de falsos positivos.
A B

m. A) Setas indicando a mudanca
de cor de azul para amarelo do meio semi-seletivo (MSS) indicando o desenvolvimento de S.
sclerotiorum. B) Isolamento de micélio originados ascésporos de S. sclerotiorum e a formacédo de
esclerédios sob MSS.

O uso do MSS apresenta as vantagens de apontar apenas 0S ascOSporos Vviaveis e a
possibilidade de confirmacgdo do patégeno com repicagens da placa inicial, de grande utilidade
para estudos sobre epidemiologia do mofo branco. A exposi¢do de placas contendo MSS
apresentou a maior porcentagem de amostras positivas quanto a presenca de ascOsporos no ar,
apresentando mais de 50% das amostras positivas nas trés datas avaliadas (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de amostras positivas para presenca S. sclerotiorum oriundas do bioaerossol, fitas, partes
de folhas e flores de soja, nas duas metodologias testadas: Meio semi-seletivo a Sclerotinia sclerotiorum
(MSS) e reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR).
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Contudo, a utilizacdo do MSS demanda laboratérios equipados para a producdo de meio
de cultura e incubacgdo, além de profissionais treinados para a avaliacdo e repicagem das
amostras, podendo levar até 15 dias para a formacao dos esclerodios para a confirmacéo de S.
sclerotiorum, tempo longo para a utilizacdo de meétodos de controle durante o periodo
preferencial que é o florescimento da cultura da soja. Aléem destes fatores, a abertura das placas
com o MSS fica prejudicada em dias chuvosos.

4.5. FOLHAS E FLORES EM MSS

A deteccéo de S. sclerotiorum através da incubacéo de folhas e flores em MSS mostrou-
se viavel, ja que em todas as datas coletadas foram encontradas amostras positivas, variando de
11 a 31% das amostras com a presenca de S. sclerotiorum (Figura 7).

As maiores porcentagens de deteccdo foram verificadas no inicio de florescimento da
soja, na primeira data de coleta (29/12/2015). Este resultado é importante visando o controle do
mofo branco no mesmo ciclo, ja que, mesmo apos o periodo de incubacdo para identificacdo de
S. sclerotiorum, ainda haveria tempo hébil para medidas de controle emergenciais, diminuindo
0 potencial de dano na cultura da soja.

O uso de flores e partes de folhas pode ser vantajoso quando comparado as placas
contendo MSS por apresentar maior facilidade na coleta e envio das amostras para o laboratério,
ndo sendo necessario o transporte, abertura e fechamento de placas de Petri no campo, além da
coleta poder ser realizada em periodos chuvosos.

A deteccéo de S. sclerotiorum através da incubacdo de folhas e flores em meio de
cultura ja foi relatada na literatura em canola: Becka et al. (2016), encontraram correlacédo
significativa entre nimero de flores infectadas e a incidéncia de S. sclerotiorum nas hastes das
plantas de Canola e Young e Werner (2012) demonstraram a importancia das flores
contaminadas para a ocorréncia do mofo branco na canola.

Além de canola, a deteccdo de S. sclerotiorum em parte vegetais ja foi relatada em
sementes de soja e feijio (HENNEBERG et al., 2012; PERES; NASSER; MACHADO, 2002).
Entretanto, ndo foram encontrados relatos de incubacao de flores ou folhas de soja em MSS,
reforcando a necessidade do presente trabalho.

A incubacdo de folhas e flores de soja em MSS apresentou menor sensibilidade quando
comparadas a coleta do bioaerossol em placas de Petri contendo MSS (Figura 7), sendo
necessarios mais estudos visando otimizar o nimero de folhas e/ou flores amostrados, com o

objetivo de validar essa técnica.
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4.6. gPCR DE FOLHAS E FLORES

O uso de deteccdo molecular em partes de folhas de soja mostrou-se promissora, ja que
de 22 a 25% das folhas analisadas foram positivas para identificagéo de S. sclerotiorum na soja
(Figura 7), sendo que na primeira coleta (29/12/2015) ja foram identificadas 25% das amostras
de folhas contaminadas.

O uso de reacdo de gPCR de folhas para identificacdo € mais vantajoso que a
identificacdo por MSS devido a rapidez na reacdo, pois em algumas horas é possivel ter em
maos 0s resultados, oportunizando o estadio ideal para adocdo de medidas de controle, como
aplicacdes foliares de fungicidas ou agentes de controle biologico.

Uma dificuldade apresentada por este método pode ser a baixa disponibilidade de
laboratérios preparados para analisar reacbes de gPCR, principalmente em regides mais
distantes de grandes centros urbanos ou universidades. Uma solucéo para isto seria o incentivo
a pesquisa com identificacdo de indculo para outras doencas e culturas, viabilizando a aquisicédo
de equipamentos de gPCR por cooperativas ou grupos de produtores rurais.

Com relacédo ao uso de gPCR em flores, so foi possivel a identificacdo na dltima coleta
realizada em 11/01/2015 (Figura 7), periodo referente ao final do florescimento da soja. Apesar
da rapidez no resultado das reacdes de qPCR, o periodo de detec¢do foi tardio, comprometendo
0 uso de controle efetivo na mesma safra. O uso de qPCR em flores de soja deve ser mais
estudado, ja que neste trabalho foi verificado uma porcentagem semelhante de folhas e flores
contaminadas com a utilizacdo de MSS, mas, com a utilizagdo de qPCR, as amostras de flores
apresentaram porcentagem menor de amostras contaminadas quando comparadas com as
folhas.

Visando a detec¢do de indculo de mofo branco em canola, Almquist e Wallenhammar
(2015) conduziram vérios experimentos na Suécia, testando crescimento em meio de cultura e
reacOes de PCR e gPCR com partes de folhas e pétalas. Estes autores concluiram que a deteccao
de in6culo de mofo branco em folhas com PCR mostrou-se mais sensivel quando comparada
com a deteccdo molecular em pétalas, apresentando relacdo com o desenvolvimento da doenca
nas plantas, além de ser mais rapida (um dia de trabalho) quando comparada a incubacdo em
meio de cultura. Os resultados encontrados por Almquist e Wallenhammar (2015) corroboram
com os resultados encontrados neste experimento, indicando maior sensibilidade do uso de

partes de folhas, quando comparadas com flores ou pétalas em reacdes de qPCR.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz (2015), também em trabalho com
canola na Suécia, onde observou-se que 75% das amostras de folha e 69% das amostras de
flores foram positivas para a presenca de DNA de S. sclerotiorum em reacgdes de qPCR.

Em um trabalho com deteccdo molecular de mofo branco em pétalas de canola no
Canadé, Ziesman et al. (2015) relataram a presenga de DNA de S. sclerotiorum em todos os 10
campos amostrados com historico de ocorréncia da doenca, contudo, avalia¢fes de incidéncia

do mofo branco ndo foram realizadas.

4.7. QPCR EM FITAS ORIUNDAS DO COLETOR F12

Apesar de nos testes prévios a metodologia para extracdo de DNA e reacdo gqPCR ter
sido validada com sucesso, nenhuma amostra das fitas de coleta se enquadrou nos critérios
estabelecidos para ser considerada utilizavel (Figura 7). Devido a isso, mais estudos sdo
necessarios afim de identificar quais fatores possam estar comprometendo a performance do
dispositivo e aprimorar seu funcionamento, como exemplos: o tempo de coleta, o fluxo de ar

no coletor ou a quantidade de vaselina distribuida na fita.

5. CONCLUSOES

A coleta passiva do bioaerossol em MSS mostrou-se a técnica mais sensivel para
deteccdo de ascdsporos de Sclerotinia sclerotiorum presentes no ar durante o florescimento da
cultura da soja.

O uso partes de folhas de plantas de soja para detec¢do de indculo de Sclerotinia
sclerotiorum com uso de gPCR mostrou-se mais sensivel quando comparada ao uso de flores.

Foi otimizado o protocolo de extragdo de DNA de Sclerotinia sclerotiorum em fitas,
folhas e flores de soja.

S&0 necessarios novos estudos com objetivo de aprimorar as técnicas de amostragem
(nimero de amostras por area, época de amostragem, partes do dossel amostradas) visando uma

padronizacao do método.
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