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Frogeye leaf spot, the causative agent of which is the fungus
Cercospora sojina, causes great losses to soybean crops, primarily
in  Argen t ina .  The  exper imen t ,  conduc ted  in  l abora to ry  and
acclimatization chamber, aimed to check the effect of different
concen t ra t ions  o f  inocu lum of  C.  so j ina  on  the  in tens i ty  o f
Frogeye leaf spot in soybean leaflets. The used concentrations of
conidia were 10x10 3,  20x103,  30x10 40x10 3,  50x103 and 60x103

conidia.mL -1, with and without the presence of a spreader. After

Camera, J.N.; Deuner, C.C.; Reis, E.M. Different concentrations of Cercospora sojina inoculum on the intensity of frogeye leaf spot in
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the inoculation of conidia by spraying on soybean leaflets, plants
were maintained under 48-hour leaf wetness. After this period,
the plants remained in an acclimatization chamber at 25 °C for
15 days .  The sever i ty,  number  and diameter  of  in jur ies  were
evaluated.  The concentra t ion of  35,000 conidia .mL -1 with the
presence of the spreader generated a disease intensity that enables
the rapid and accurate quantification of the disease and can be
used in future research.

A mancha foliar “olho-de-rã”, cujo agente causal é o fungo
Cercospora soj ina ,  causa  grandes  perdas  no  cul t ivo  da  so ja ,
pr inc ipa lmente  na  Argent ina .  Em exper imento  conduzido em
laboratório e câmara climatizada, objetivou-se verificar o efeito
de diferentes concentrações do inóculo de C. sojina na intensidade
da  mancha  fo l i a r  “o lho -de - r ã”  em fo l ío lo s  de  so ja .  As
concentrações de conídios utilizadas foram de 10x10³,  20x10³,
30x10³ ,  40x10³ ,  50x10 ³  e  60x10 ³  con íd ios .mL -1,  com e  sem

Camera, J.N.; Deuner, C.C.; Reis, E.M. Diferentes concentrações do inóculo de Cercospora sojina na intensidade da mancha foliar “olho-de-
rã” em soja. Summa Phytopathologica, v.38, n.3, p.235-238, 2012.

Additional keywords:  Spreader, conidia, severity, Glycine max.

ABSTRACT

RESUMO

Palavras-chave adicionais: Espalhante, conídios, severidade, Glycine max.

espalhante. Após a inoculação dos conídios por aspersão sobre os
folíolos de soja, as plantas foram mantidas com molhamento foliar
de 48 horas. Decorrido este período, as plantas permaneceram em
câmara climatizada, em temperatura de 25 °C por 15 dias. Avaliou-
se a severidade, número e diâmetro de lesões. A concentração de
35.000 conídios.mL -1 com espalhante gerou intensidade de doença
que possibilita a quantificação rápida e precisa da doença, podendo
ser utilizada em futuros trabalhos de pesquisa.

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma leguminosa com grão rico
em proteínas, cultivado como alimento, tanto para humanos, quanto
para animais. É importante na alimentação graças às suas
características nutricionais (6). Essa cultura é uma das leguminosas
mais cultivadas no país, da germinação até a colheita, a cultura é
submetida a contínuos e variados estresses de natureza biótica e
abiótica de diferentes intensidades (2). Destacam-se os fatores de
natureza biótica como, nematoides, vírus, bactérias e por fim, os
fungos (10). Dentre os fungos que atacam a cultura da soja está
Cercospora sojina Hara, agente causal da mancha foliar “olho-de-
rã”.

Em fitopatologia pratica-se rotineiramente inúmeros trabalhos
com inoculação artificial de fungos, visando reproduzir os sintomas
da doença. Nestes trabalhos com inoculação artificial é necessária a

determinação da melhor concentração de inóculo e, que leve a resultados
reproduzíveis (8). Muitos trabalhos já foram desenvolvidos com a
finalidade de determinar a melhor concentração de inóculo e
demonstraram resultados significativos com outros patossistemas (4,
5, 8).

Diferentes intensidades da doença podem ser geradas com
diferentes temperaturas, distintas concentrações de inóculo, diferentes
durações de período de molhamento foliar, variação da agressividade
ou virulência do fungo e reação de cultivares (12, 15).

Devido à falta de informações sobre a concentração do inóculo de
C. sojina capaz de causar infecção na cultura da soja, esse trabalho
teve como objetivo verificar o efeito de diferentes concentrações do
inóculo C. sojina com e sem espalhante sobre a intensidade da mancha
foliar “olho-de-rã” em folíolos de soja do cultivar BMX Magna.
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O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia e
em câmara climatizada, na Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinária da Universidade de Passo Fundo (UPF) – RS, durante o
período de agosto a novembro de 2010.

O presente trabalho foi composto de sete tratamentos, utilizando-
se as seguintes concentrações de inóculo (0, 10x10³, 20x10³, 30x10³,
40x10³, 50x10³ e 60x10³ conídios.mL-1) com e sem espalhante [duas
gotas por litro de Tween 20 (polioxietilenosorbitano)]. As inoculações
foram realizadas quando as plantas encontravam-se em estádio V4 -
terceira folha trifoliada completamente desenvolvida (7). Utilizou-se
o delineamento experimental interiamente casualizado com cinco
repetições, com as unidades experimentais constituídas de um copo
de plástico com duas plantas.

As plantas de soja, do cultivar suscetível BMX Magna foram
cultivadas em copos plásticos de 300 mL, utilizando-se como substrato
2,0 kg de solo hortado. Utilizou-se duas plantas por copo, sendo
estes mantidos em câmara climatizada com temperatura de 25 oC e
com fotoperíodo de 12 horas.

O inóculo de C. sojina raça 25, utilizado nesse trabalho foi
fornecido pela Embrapa Soja, e preservado na micoteca do Laboratório
de Fitopatologia da Universidade de Passo Fundo.

Para iniciar o trabalho, fragmentos de colônias de C. sojina
preservado em tubos contendo BDA foram transferidos para placas
de petri contendo meio de cultura extrato de tomate (11). Essas placas
permaneceram em câmara de crescimento, a 25 oC e com fotoperíodo
de 12 horas durante 30 dias, até obter-se esporulação abundante.
Posterior à esporulação do fungo, adicionou-se em cada placa de petri
com colônias puras do fungo, 10 mL de água destilada e esterilizada
com a finalidade de obter-se uma suspensão de conídios. Dessa
suspensão foi pipetado 1 mL e em seguida colocado em placas de petri
contendo ágar-água a 1%, sendo essas incubadas a 25 °C com
fotoperíodo de 12 horas por um período de 12 horas. Decorrido este
tempo, observou-se a germinação dos conídios e procedeu-se o
isolamento monospórico. Com o auxílio de uma espátula esterilizada
foram cortados 10 cubos de ágar-água, sendo que em cada um deles
havia somente um conídio germinado. Cada cubo foi transferido para
uma placa de petri contendo meio de cultura extrato de tomate (11),
sendo as mesmas incubadas a 25 °C com fotoperíodo de 12 horas
durante 30 dias, até obter-se esporulação abundante. A partir das
culturas puras obtidas pelo isolamento monospórico, preparou-se
uma suspensão de conídios com água esterilizada e outra suspensão
com água esterilizada e espalhante. A densidade de inóculo foi
determinada contando-se o número de conídios em 0,01 mL em lâmina

de vidro no microscópio. A partir da maior concentração 60x10³
conídios.mL-1, por diluições, obteve-se as concentrações de 50x10³,
40x10³, 30x10³, 20x10³ e 10x10³ conídios.mL-1, sendo a testemunha
pulverizada apenas com água.

As plantas de soja do cultivar BMX Magna foram inoculadas
no estádio V4 - terceira folha trifoliada completamente desenvolvida
(7), com as diferentes concentrações de inóculo utilizando um
aspersor manual, até ponto de escorrimento.

Após a inoculação, as plantas foram mantidas em câmara úmida
com a utilização de caixas de acrílico, cobrindo-as por um período
de 48 horas visando manter o molhamento foliar. As plantas
permaneceram em câmara climatizada com temperatura constante
de 25 °C por 15 dias até o aparecimento dos sintomas da doença.

As avaliações das plantas de soja foram realizadas quinze dias
após a inoculação. Foi verificado a intensidade da mancha foliar
“olho-de-rã” nos três folíolos de soja do último trifólio totalmente
expandido. Para isso, foi atribuído nota de severidade nos folíolos,
contou-se o número de lesões por folíolo e mediu-se o diâmetro das
lesões em função das diferentes concentrações do inóculo de C. sojina.
Além disso, calculou-se pela fórmula de regressão, a melhor
concentração do inóculo de C. sojina com e sem o uso de adjuvante.

Os resultados obtidos na intensidade de C. sojina, seja com ou
sem espalhante, mostra que há relações entre a densidade de inóculo
e a intensidade de doença (severidade, número e diâmetro de lesões
por folíodos), sendo essas representadas por equações polinomiais
quadrática (Figura 1 a 6). Os dados demonstram um aumento
crescente da intensidade da C. sojina com o aumento da concentração
de inóculo atingindo o nível mais alto (ponto máximo) no gráfico
das variáveis avaliadas para, posteriormente, diminuir com o
aumento da concentração.

No experimento onde testou-se as diferentes concentrações de
inóculo de C. sojina com espalhante (Figura 1), a maior severidade
da mancha foliar “olho-de-rã” foi obtida na concentração de 34.000
conídios.mL-1, sendo que esta foi calculada através da fórmula de
regressão: y = -4E -08x2 + 0,0027x - 26,16, substitui-se o maior
valor de y na concentração verificando-se que a melhor concentração
foi de 34.000 conídios.mL-1.

Neste mesmo experimento,  foram testadas diferentes
concentrações do inóculo de C. sojina sem espalhante (Figura 2), a
maior severidade da mancha foliar “olho-de-rã” foi obtida na
concentração de 50.000 conídios.mL-1. Quando comparou-se com e
sem espalhante verificou-se que a maior severidade da doença foi
com a utilização do espalhante.

Figura 1 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
a severidade (%) em folíolos de soja com espalhante no cultivar BMX
Magna. Passo Fundo, RS. 2011.

Figura 2 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
a severidade (%) em folíolos de soja sem espalhante no cultivar BMX
Magna. Passo Fundo, RS. 2011.
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Em relação ao número de lesões por folíolo (Figura 3), o maior
valor foi obtido na concentração de 36.000 conídios.mL-1, com
espalhante, segundo a equação da regressão. Sem espalhante (Figura
4), o maior número de lesões foi obtido na concentração de 57.000
conídios.mL-1 de acordo com a equação da regressão.

Nos folíolos de soja, onde avaliou-se o diâmetro de lesões com
espalhante (Figura 5), a concentração de 36.000 conídios.mL -1

apresentou o maior diâmetro pela equação da regressão. Porém,
onde avaliou-se o diâmetro de lesões sem espalhante (Figura 6), a
melhor concentração foi de 38.000 conídios.mL-1 demonstrada pela
equação de regressão.

Dados semelhantes aos descritos neste trabalho foram obtidos
por Barba et al. (1), em experimento realizado com Bipolaris
sorokiniana (Sacc.), onde o mesmo testou diferentes concentrações
de inóculo. Os dados deste autor demonstram um aumento crescente
da intensidade da mancha marrom com o aumento da concentração
de inóculo de B. sorokiniana, que após atingir o nível mais alto
(ponto máximo) do número de manchas por folha e de severidade
da doença, ocorreu à diminuição das mesmas. Esse aumento pode
ser atribuído ao fato de que altas densidades de inóculo podem
produzir um efeito antagônico na germinação dos esporos e/ou
vários esporos podem participar de uma única infecção. As variáveis
avaliadas da doença podem aumentar proporcionalmente com a
concentração de esporos do patógeno até uma determinada
concentração, acima da qual, dependendo do patossistema, pode
ocorrer uma redução, causada, provavelmente, pela auto-inibição
da germinação dos esporos, assim como pela existência de um
número limitado de sítios de infecção (1). Não se encontrou

informações específicas sobre este fenômeno a respeito do
patossistema soja x C. sojina.

A média das concentrações obtidas nas variáveis avaliadas
(severidade, número e diâmetro de lesões por folíolo) foi de 35.000
conídios.mL-1 com espalhante, e de 48.000 conídios.mL-1 sem
espalhante.

A melhor concentração de inóculo de C. sojina encontrada neste
trabalho corrobora com Carmona et al. (3), onde o mesmo utilizou
a concentração de 30.000 conídios.mL-1 para a inoculação em seus
experimentos com este fungo. Esta mesma concentração foi
utilizada por Veiga (14) em seus trabalhos com reação de cultivares
onde o autor utilizou as cultivares Bragg, Davis e Halle-7. Por
outro lado, Gómez (9), conclui que a melhor concentração para
inoculação de C. sojina é de 10.000 conídios.mL-1.

Em relação à uti l ização do espalhante,  os resultados
demonstraram que foi possível inocular menor quantidade de
conídios.mL-1 e obter maior intensidade da doença. Na maioria das
vezes, a utilização de substâncias tenso-ativas ou espalhantes
podem reduzir a tensão superficial das gotas pulverizadas causando
o seu achatamento aumentando assim, a superfície de contato e
prolongando a vida da gota (13).

CONCLUSÕES

Quanto ao efeito da densidade de inóculo na intensidade de C.
sojina, o modelo de regressão segue uma tendência polinomial
quadrática.

A concentração de 35.000 conídios.mL-1 com espalhante gera

Figura 6 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
o diâmetro de lesões por folíolo sem espalhante no cultivar BMX Magna.
Passo Fundo, RS. 2011.

Figura 3 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
o número de lesões por folíolo com espalhante no cultivar BMX Magna.
Passo Fundo, RS. 2011.

Figura 4 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
o número de lesões por folíolo sem espalhante no cultivar BMX Magna.
Passo Fundo, RS. 2011.

Figura 5 - Efeito da concentração de inóculo de Cercospora sojina sobre
o diâmetro de lesões por folíolo com espalhante no cultivar BMX Magna.
Passo Fundo, RS. 2011.
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intensidade de doença que possibilita quantificações rápidas e precisas,
podendo ser utilizada em futuros trabalhos de pesquisa.

A utilização do espalhante permite reduzir o número de
conídios.mL-1 de C. sojina, resultando em maior intensidade da mancha
foliar “olho-de-rã”.
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