Documentos

Em ) r-Pa ISSN 2176-2937

Maio, 2014

Macrophomina
phaseolina em soja

CGPE 11310

G OV ERNO F EDERAL
Ministério da
Agricultura, Pecudria ~

e Abastecimento
PAIS RICO E PAiS SEM POBREZA




ISSN 2176-2937
Maio, 2014

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Soja
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Documentos

Macrophomina
phaseolina em soja

Alvaro Manuel Rodrigues Almeida
Claudine Dinali Santos Seixas
José Renato Boucgas Farias

Maria Cristina Neves de Oliveira
Julio Cezar Franchini

Henrique Debiasi

Joaquim Mariano da Costa

Celso de Almeida Gaudéncio
Autores

Embrapa Soja
Londrina, PR
2014



Exemplares desta publicagdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Soja

Rodovia Carlos Joao Strass, acesso Orlando Amaral, Distrito de Warta
Caixa Postal 231, CEP 86001-970, Londrina, PR

Fone: (43) 3371 6000

Fax: (43) 3371 6100

www.embrapa.br/soja

cnpso.sac@embrapa.br

Comité de Publicacoes da Embrapa Soja

Presidente: Ricardo Vilela Abdelnoor

Secretario-Executivo: Regina Maria Villas Béas de Campos Leite

Membros: Adeney de Freitas Bueno, Adénis Moreira, Alvadi Antonio Balbinot Junior,
Claudio Guilherme Portela de Carvalho, Fernando Augusto Henning, Eliseu Binneck,
Liliane Marcia Mertz Henning e Norman Neumaier.

Supervisao editorial: Vanessa Fuzinatto Dall Agnol
Normalizacao bibliogréafica: Ademir Benedito Alves de Lima
Editoracao eletrénica e capa: Thais Cavalari Rosa

Fotos da capa: Alvaro Manuel Rodrigues Almeida

12 edicao
Versao on line.

Todos os direitos reservados
A reproducgao nao autorizada desta publicacao, no todo ou em parte, constitui violacao
dos direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicacao (CIP)
Embrapa Soja

Macrophomina phaseolina em soja/ Alvaro Manuel Rodrigues Almeida...
[et al.] - Londrina: Embrapa Soja, 2014.
55 p. : il. color.; 15cm x 20cm- (Documentos / Embrapa Soja, ISSN 2176-2937; n.346)

1.Soja-Doenca-Fungo. 2.Doenca de planta. 3.Macrophomina phaseolina. 4.Fungo.
|.Seixas, Claudine Dinali Santos. Il.Farias, José Renato Bougas. Ill.Oliveira, Maria Cristina
Neves de. IV.Franchini, Julio Cezar. V.Debiasi, Henrique. VI.Costa, Joaquim Mariano da.
VIl.Gaudéncio, C. de A. VIIl.Titulo. IX.Série.

CDD: 633.34946 (21.ed.)
©Embrapa 2014

Autores

Alvaro Manuel Rodrigues Almeida

Engenheiro Agrénomo, Ph.D. em Fitopatologia,
Pesquisador da Embrapa Soja, Londrina, PR
alvaro.almeida@embrapa.br

Celso de Almeida Gaudéncio

Engenheiro Agronomo, M. Sc. em Fitotecnia,
Pesquisador aposentado da Embrapa Soja,
Londrina, PR

celso.gaudencio@gmail.com

Claudine Dinali Santos Seixas
Engenheira Agronoma, Dra. em Fitopatologia,
Pesquisadora da Embrapa Soja, Londrina, PR
claudine.seixas@embrapa.br

Henrique Debiasi

Engenheiro Agronomo, Dr. em Ciéncia do Solo,
Pesquisador da Embrapa Soja, Londrina, PR
henrique.debiasi@embrapa.br



Joaquim Mariano Costa

Engenheiro Agrénomo, Especialista em
Fertilidade de Solos, Chefe da Fazenda
Experimental e Difusor de Tecnologias da Coamo
Agroindustrial Cooperativa, Campo Mourao, PR
jmariano@coamo.com.br

José Renato Boucas Farias

Engenheiro Agrobnomo, Dr. em Agronomia
(Fitotecnia), Pesquisador da Embrapa Soja,
Londrina, PR
joserenato.farias@embrapa.br

Julio Cezar Franchini

Engenheiro Agronomo, Dr. em Ciéncia do Solo,
Pesquisador da Embrapa Soja, Londrina, PR
julio.franchini@embrapa.br

Maria Cristina Neves de Oliveira

Licenciada em Matematica, Dra. em Agronomia
(Estatistica e Experimentacao Agrondmica),
Pesquisadora da Embrapa Soja, Londrina, PR
mcristina.oliveira@embrapa.br

Apresentacao

A produtividade da soja em solos tropicais e subtropicais, principalmente
no Cerrado brasileiro, naturalmente deficientes em nutrientes e que
representa a maior area do pais, é equivalente e muitas vezes superior
a produtividade da soja de regidoes temperadas, de onde essa cultura é
originaria.

No entanto, varios fatores podem afetar o potencial de producgao da
soja, entre eles a ocorréncia de doencas.

A podridao de carvao, causada por Macrophomina phaseolina, é de
ocorréncia generalizada nos solos cultivaveis do Brasil. E uma en-
fermidade que se manifesta principalmente em solos compactados,
onde as raizes nao conseguem se aprofundar e estao mais sujeitas as
condicoes de estresse hidrico. Altas temperaturas, que podem ocorrer
ao longo do periodo de cultivo, estimulam maior evapotranspiracao e,
consequentemente, podem favorecer a ocorréncia de deficits hidricos
e, também, da doenca.

Além disso, é importante que se considere a variabilidade genética
desse patdgeno, visto que em uma Unica raiz de soja, varios isolados
de M. phaseolina morfologicamente semelhantes, mas diferentes
geneticamente podem ser observados. A semeadura direta, pratica
cultural consolidada no Brasil, vem sempre associada a diversificacao
de culturas. No entanto, pouco se sabe sobre seu efeito na variabilidade
genética desse patogeno.



Objetivando buscar solugoes que possam eliminar ou reduzir as per-
das causadas por esse patdgeno, foram reunidas, na presente publi-
cacao, informacgoes sobre M. phaseolina e gerados pela Embrapa Soja
em parceria com a Estacao Experimental da COAMO, desde o ano de
1985. As informacdes aqui apresentadas permitirao aos técnicos e
produtores estabelecer estratégias de manejo da doenca, visando a
sustentabilidade da producao de soja.

Ricardo Vilela Abdelnoor
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Macrophomina
phaseolina em soja

Alvaro Manuel Rodrigues Almeida, Claudine
Dinali Santos Seixas, José Renato Boucas Farias,
Maria Cristina Neves de Oliveira, Julio Cezar
Franchini, Henrique Debiasi, Joaquim Mariano da
Costa e Celso de Almeida Gaudéncio

Introducéao

A podridao de carvao, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid., afeta raizes e caule de soja.

Macrophomina phaseolina é capaz de infectar centenas de espécies
vegetais, tais como, milho, sorgo, amendoim, algodao e girassol,
entre outras espécies botanicas (FIGUEIREDO et al., 1969; GHAFFAR;
ZENTMYER, 1968; MENDES et al., 1971; WYLLIE, 1988).

A ocorréncia desse patdgeno foi relatada, pela primeira vez, no Brasil
infectando raizes de feijao (BITANCOURT, 1935). Na cultura da soja,
essa doenca teve sua importancia negligenciada por diversos anos,
por aparecer normalmente nos estadios finais de desenvolvimento da
cultura. Lehman et al. (1976) realizaram um levantamento de doencas
de soja na safra de 1973/1974 e constataram que em 104 lavouras loca-
lizadas nos Estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul, avalia-
das quanto a incidéncia e a severidade das doencas, 5% das plantas
apresentavam infeccao radicular causada por M. phaseolina.

O primeiro relato que apontou essa doenga, como causadora de ex-
pressivos danos a cultura da soja no Brasil, foi feito por Ferreira et al.



10

Macrophomina phaseolina em soja

(1979). Esses autores constataram que em anos secos e quentes, na
regiao Norte do Estado do Parana, as perdas em soja das cultivares
tardias, Vigoja e Santa Rosa, chegaram a atingir 50%.

Os prejuizos no Brasil, na safra 1996/97, foram estimados em 900 mil
toneladas de graos, conforme relato de Wrather et al. (1997). Nos Es-
tados Unidos (EUA) os relatos informados por Sinclair e Gray (1972) e
Wyllie (1974) ja indicavam perdas de até 20%. Wrather e Koenig (2006)
relataram que as perdas variaram com os anos, sendo a maior delas
em 2003, com perdas de aproximadamente dois milhdes de toneladas.

A semelhanca de outras enfermidades, o método mais préatico e
econdmico para controlar a podridao de carvao seria através do uso
de cultivares resistentes. No entanto, ndo ha cultivares comerciais
resistentes a esse fungo, embora tenham sido identificados gendétipos
moderadamente resistentes (MENGISTU et al., 2013, MENGISTU et
al., 2007; MENGISTU et al., 2011; PARIS et al., 2006) que poderiam ser
utilizados em programas de melhoramento.

Sabe-se que a incidéncia e a severidade dessa doenga aumentam quan-
do as plantas estao estressadas por falta de agua (PEARSON et al., 1984;
SMITH et al., 1999; WRATHER et al., 2008) e por excessivo calor.

Uma alternativa para o manejo da doencga poderia ser através do uso
de rotacao de culturas. Entretanto, como esse fungo é polifago, além
de ser capaz de sobreviver e de se multiplicar em restos de cultura
(PEARSON et al., 1984) é questionavel o uso de rotagao de culturas
para essa finalidade. Mas poderia ser empregada para promover a
interferéncia na biologia e na sobrevivéncia do patégeno, através de
manejo do solo, resultando em ambiente inadequado para o desenvol-
vimento do fungo (KENDIG et al., 2000) e/ou favorecendo organismos
antagonistas (PAL et al., 2001; VILICH, 1993).

No Brasil, o manejo do solo tem sido caracterizado, principalmente,
pela mudanca do sistema de preparo do solo, migrando do uso de
técnicas convencionais para o sistema de semeadura direta, especial-
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mente em areas para produgao de graos, existindo atualmente mais
de 31 milhoes de hectares em semeadura direta, segundo a Federacao
Brasileira de Plantio Direto na Palha (FEBRAPDP, 2013). Caracterizada
pela manutencao de restos de cultura sobre a superficie do solo, essa
pratica, além de reduzir a erosao, interfere nas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo.

A continua producao de soja (monocultura) em campos de semeadura
direta pode resultar no acumulo de palha, que é citada como agente
favorecedor de enfermidades e como um problema para o sistema

de semeadura direta. Trabalho conduzido por Saraiva e Torres (2000)
demonstrou que 50% dos restos de cultura de soja sao encontrados
sobre o solo, cerca de seis meses apods a colheita.

Muito pouco é conhecido sobre o efeito da utilizacao do sistema de
semeadura direta, ou convencional, em regides de clima tropical ou
subtropical, na sobrevivéncia e/ou na multiplicacao de M. phaseolina.

1. Caracteristicas do Fungo

A denominacao desse patogeno foi determinada por Goidanish (1947)
apos revisar a taxonomia do género Macrophomina, constituido por
apenas uma espécie, Macrophomina phaseolina. Esse fungo pertence
ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae (MYCOBANK, 2013).

O fungo tem micélio uninucleado, embora células das extremidades
do micélio, regidao de crescimento, sejam usualmente multinucleadas
(KNOX-DAVIES, 1967). Produz picnidios marrom-escuros, solitarios

ou agregados, imersos, tornando-se irrompentes com 100-200 ym de
diametro, abrindo-se por ostiolo apical (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM,
1970). A variagao no tamanho dos picnidios parece estar associada ao
substrato sobre o qual o fungo se desenvolve (DHINGRA; SINCLAIR,
1978).

Picnidios sao produzidos em tecido vivo e também em partes de
plantas esterilizadas (LUTRELL, 1946; MACHADO; KIMATI, 1975). No
entanto, nem todos os isolados produzem picnidios. Segundo Sutton

1
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(1980) em meio de cultura apenas os esclerocios sao produzidos. No
entanto, Machado (1987) observou que entre doze isolados estudados,
metade produziu picnidios, quando cultivados em meio de BDA.

Os conidios sao hialinos, elipsoides a ovoides, medindo 14-30 um x
5-10 ym (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970).

Diferencas culturais entre isolados tém sido descritas por Pearson et
al. (1987a). No Brasil, pelo menos dois tipos distintos de colonia tém
sido observados (Figura 1).

Os microesclerécios sao negros e lisos, medem em torno de 100 um
de didmetro (em cultura 50-300 ym) (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM,
1970).

Figura 1. Isolados de Macrophomina phaseolina com diferengas culturais, obtidos de soja e cultiva-
dos em meio de batata-dextrose-agar.

Em tecidos infectados, o fungo produz microesclerécios em grande
quantidade, os quais constituem em uma das formas de sobrevivén-
cia do fungo, bem como a principal fonte de in6culo desse patdgeno.
Microesclerécios sao produzidos a partir do micélio, consistindo de
estrutura multicelular, dura e resistente a condi¢coes adversas, e sao fa-

Foto: Alvaro Almeida
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cilmente encontrados sob a epiderme das raizes ou na camada externa
do cortex e na regiao do colo. Com a decomposicao desses tecidos, os
microesclerdcios sao liberados no solo. Em contato com a regiao do
colo ou da raiz da planta, germinam e infectam as raizes. Nem todas as
células germinam na mesma época. Assim, um microesclerécio pode
ter células germinando e infectando plantas em estadios diferentes.

De acordo com Cook et al. (1973), a longevidade dos microesclerécios
tende a diminuir com o tempo. Meyer et al. (1974) afirmam que os
microesclerdcios sao capazes de sobreviver no solo por dois a quinze
anos. Estudos realizados por Dhingra e Sinclair (1975) mostraram que
os microesclerécios de M. phaseolina tiveram a germinacao reduzida
em solo mantido a 30 °C, e sob alta capacidade de retencao de agua
no solo (>60%). Nenhuma reducao foi observada quando o solo esta-
va seco e até 40%-50% de reducao de germinacao de microesclerdcios
ocorreu, quando o solo foi mantido com 20%-40% da capacidade de
retencao de agua. Entretanto, os autores afirmaram que esse estudo
foi de apenas sete semanas.

Alta umidade do solo, baixa relacao C:N, baixa densidade do solo e
concentragao de oxigénio menor que 16% reduzem a viabilidade de mi-
croesclerécios no campo (DHINGRA; SINCLAIR, 1975; GANGOPADHYAY
et al., 1982, TODD et al., 1987). Dhingra e Sinclair (1978) relatam também
que a longevidade em condi¢oes adversas pode chegar a trés anos.

No Brasil, o que tem sido visto é que os solos com alta densidade
(mais compactados) e sob elevada temperatura (acima de 50 °C, na
superficie, nas horas mais quentes do dia), apresentam condigdes que
favorecem a infeccao por esse fungo. Entretanto, nao se pode gene-
ralizar comparativamente entre as condicdes de um pais subtropical
com um pais de clima temperado.

Macrophomina phaseolina é capaz de infectar mais de 500 espécies
vegetais (GUPTA et al, 2012), sendo feijao, caupi, milho, amendoim,
girassol, soja, sorgo e crotaldria, as espécies suscetiveis mais comuns
no Brasil.

13
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Estudos feitos na Embrapa Soja, na safra de 1999, mostraram que esse
fungo é naturalmente encontrado em solos da mata nativa ou em solos
cultivados (ALMEIDA et al., 2001). No caso de solos de mata nativa, a
concentracao encontrada foi de 4,21 microesclerocios por grama de
solo seco (média de trés anos), demonstrando que o solo sob mata
nativa ja estava infestado com M. phaseolina. No entanto, em areas vi-
zinhas, cultivadas com soja ou milho, por mais de cinco anos, a concen-
tragao variou de 15 a 111 microesclerdcios por grama de solo seco.

Outra forma de sobrevivéncia do fungo é nos restos de cultura. Por
isso, uma questao constante feita pela assisténcia técnica e pelos pro-
dutores é com relacao a sobrevivéncia desse fungo em sistemas de
semeadura direta e convencional. Um estudo foi entao estabelecido
com o proposito de responder essa questao.

Apos a colheita da cultivar Embrapa 37, coletaram-se cem gramas de
residuos de vagens, de hastes e de raizes de soja. Cada um desses tipos
de tecidos foi acondicionado em sacos de tela de nailon (mesh 4 mm), os
quais foram colocados sobre o solo e também a 10 cm de profundidade.

Imediatamente apds a colheita e a intervalos de 30 dias, durante o
periodo de entressafra (marco a setembro), retiraram-se cinco gramas
dos tecidos que foram cortados em fragmentos de 0,5 cm de compri-
mento e lavados em agua corrente e secos. A seguir, efetuou-se lava-
gem em &lcool 95%, por 30 segundos. Os fragmentos foram depois
desinfestados em hipoclorito de sédio a 0,06%, lavados em agua es-
téril e transferidos para placas de Petri com BDA, contendo sulfato de
estreptomicina (10 mg L"). Cada tratamento tinha sete placas com
trés fragmentos por placa. As placas foram incubadas a 26 °C, por
oito dias. Contou-se o numero de colbénias de fungo desenvolvidas
sobre cada fragmento e determinou-se a porcentagem de coldnias
de M. phaseolina.

Os patogenos mais frequentemente identificados foram Colletotrichum
truncatum, Phomopsis sojae, Cercospora kikuchii, Fusarium sp., M.
phaseolina e Rhizoctonia solani. Com relacao a M. phaseolina, consta-
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tou-se que a recuperagao do fungo, a partir dos fragmentos analisados
de vagens e hastes, aumentou com o periodo de enterrio, enquanto que
com os fragmentos mantidos sobre o solo houve sempre diminuicao de
sobrevivéncia com o passar do tempo (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Incidéncia (%) de Macrophomina phaseolina em fragmentos de soja mantidos sobre o
solo (ss) ou enterrados a 10 cm de profundidade (ns). V= vagem; H= haste; R= raiz. Embrapa Soja,
Londrina, 1998.
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Figura 3. Incidéncia (%) de Macrophomina phaseolina em fragmentos de soja mantidos sobre o
solo (ss) ou enterrados a 10 cm de profundidade (ns). V= vagem; H= haste; R= raiz. Embrapa Soja,
Londrina, 1999.
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Fragmentos de hastes e raizes mantiveram a mesma taxa de sobrevi-
véncia, com aumento nos meses de agosto e setembro.

Esses resultados mostram que o fungo consegue se manter viavel
durante a entressafra, especialmente quando ha enterrio dos restos
de cultura. O aumento na taxa de sobrevivéncia é facilmente explica-
vel pela excelente capacidade saprofitica de M. phaseolina, favoreci-
da pela disponibilizacado de matéria orgénica. Além disso, o in6culo
naturalmente presente no solo também inicia a infeccao dos restos
de cultura, incorporados ao solo pela acao de enterrio. Esse fato foi
observado anteriormente, para esse patossistema por Pearson et al.
(1984) e Wrather et al. (1998).

A maior sobrevivéncia observada em 1998 pode ser em consequéncia
da maior quantidade de indculo inicial desse ano e provavelmente,
por causa da maior umidade do periodo, decorrente de maior precipi-
tacao do que no ano de 1999.

BAIRD et al. (2003) fizeram estudo similar. Por um periodo de dois
anos eles estudaram fragmentos colonizados por M. phaseolina e
mantidos em varias profundidades, dentro de sacos de nailon. Cons-
tatou-se que o fungo Trichoderma spp. reduziu significativamente a
quantidade de propagulos de M. phaseolina além de degradar os frag-
mentos de soja, em maior velocidade. Esse estudo mostrou que prati-
cas agricolas que aumentam a populacao de Trichoderma spp. podem,
direta ou indiretamente, diminuir a longevidade de M. phaseolina.

El-Barougy e colaboradores (2009) trataram sementes de soja com
rhizobactérias antag6nicas a isolados de M. phaseolina. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacao e a campo com os seguintes orga-
nismos: Bradyrhizobium japonicum estirpe USDA 110, Pseudomonas
fluorescens, Bacillus megaterium var. phosphaticum, Bacillus cereus,
Azotobacter chroococcum e Azospirillum brasilense, considerados como
promotores de crescimento. Em casa de vegetacao as sementes trata-
das com todas as bactérias promotoras de crescimento controlaram a
doenca. Bacillus megaterium apresentou a maior quantidade de plantas

17
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sadias (75%), seguido de B. cereus (72%) enquanto que os demais trata-
mentos apresentaram 67% e 62%. No campo, o tratamento de sementes
com B. megaterium foi o mais eficiente (87,5%), seguido pela combi-
nacao de A. chroococcum com A. brasilense (66,6%) e Pseudomonas
fluorescens (58,3%).

2. Sintomas

Os sintomas variam de acordo com a idade da planta no momento da
infecgdo. Infeccdo durante a emergéncia causa lesdes de coloragao
marrom-escura, na regiao do colo. A infecgao tende a ser mais severa
se houver baixa umidade do solo e alta temperatura. As plantas infec-
tadas ocorrem aleatoriamente, nas fileiras, ou em reboleiras (Figura
4) em decorréncia da desuniformidade de distribuicado de microescle-
rocios no solo. As lesdes podem ser confundidas com les6es causadas
por Rhizoctonia solani. No entanto, as lesoes de M. phaseolina nao sao
profundas e nem causam estrangulamento do hipocotilo. As plantas
infectadas que sobrevivem a infeccao inicial vao apresentar sintomas de
amarelecimento na época de formacao de vagens, similar a maturacao
normal. O amarelecimento é progressivo, levando a murcha. As folhas
permanecem aderidas, mas ficam caidas, ao longo das hastes (princi-
pal caracteristica), posteriormente tornando-se secas e de coloracao
marrom-escura (Figura 5). Nessas plantas, as raizes apresentam a epi-
derme solta, ou facilmente destacavel, deixando a mostra pontuagodes
negras, que sao os microesclerdcios (Figura 6). Quando esses estao
incrustrados na camada externa do cortex, € comum se ver a medula
com micélio cotonoso e escuro.

O fungo é transmitido por semente conforme relato de Andrus (1938).
O micélio e os microesclerécios se desenvolvem dentro do tegumento
(KUNWAR et al., 1986). As sementes, em geral, ndo apresentam sinais
de infeccao.

Macrophomina phaseolina em soja

Foto: Alvaro Almeida Foto: Alvaro Almeida

Foto: Claudia Godoy

Figura 4. Plantas mortas por
Macrophomina phaseolina dis-
tribuidas em reboleira, tipico de
fungos habitantes de solo.

Figura 5. Plantas adultas, no es-
tadio R5 (enchimento de graos),
mortas por Macrophomina
phaseolina.

Figura 6. Raizes de soja infectadas
por Macrophomina phaseolina,
mostrando microesclerécios
(pontuagbes escuras) que se
desenvolvem entre a epiderme,
que se solta com facilidade, e o
cortex.
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3. Fatores predisponentes a infeccao

Segundo Bergamaschi et al. (1999) para que uma planta tenha boas
condicoes de sobreviver principalmente em regidoes onde ha pouca
disponibilidade de agua, ela deve ser capaz de manter uma condicao
hidrica superior durante as horas mais criticas do dia, quando a de-
manda evaporativa da atmosfera é alta. A evapotranspiracdo maxima
de uma cultura depende da demanda evaporativa do ar, que é deter-
minada pela radiacao solar, pelo vento, pela umidade e pela tempera-
tura do ar. Desses, a radiacao solar é o elemento de maior importancia
na demanda evaporativa da atmosfera e, portanto, da evapotranspira-
cao (BORCHARDT,; TRAUTH, 2012).

A quantidade de dgua evaporada pelo solo e transpirada pelas plantas
é determinada, principalmente, pela disponibilidade de energia e de
agua. A evapotranspiracao €, fundamentalmente, um processo depen-
dente da energia disponivel para a mudanca de estado fisico da 4gua,
sendo, portanto, a radiacao solar o fator isolado mais importante. O
efeito do vento na evaporacao é exercido pela remocao e pela renova-
¢ao do ar acima da superficie evaporante. A temperatura esta grande-
mente associada a radiacao solar e, portanto, também se correlaciona
positivamente com a evaporacao. Um aumento na temperatura do

ar influi favoravelmente na intensidade de evaporacao porque torna
maior a quantidade de vapor d’dgua que pode estar presente no mes-
mo volume de ar, ao se atingir o grau de saturagcao. Quanto maior o
grau de umidade do ar, menor a intensidade de evaporacao (BERGA-
MASCHI et al., 1999).

A seca a que sao submetidas as plantas de soja, de forma intermi-
tente ou terminal, e a temperatura alta constante, nas horas mais
guentes do dia, sao fatores limitantes a obtencao de alta produtivi-
dade (LUDLOW; MUCHOQOW, 1990). Um solo bem preparado permite
gue as raizes tenham melhor distribuicao e sejam mais profundas,
retendo mais umidade.

A incidéncia e a severidade de M. phaseolina, normalmente, tém
sido associadas a dois fatores: deficit hidrico e temperatura do
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solo. Nos anos 60, dois pesquisadores determinaram que a severi-
dade da podridao de carvao, em sorgo, foi maior quando as plantas
foram submetidas a deficit hidrico (EDMUNDS, 1964; HSI, 1961).
Outros exemplos sdo descritos com algodao (GHAFFAR; ERWIN,
1969) e girassol (BLANCO LOPEZ; JIMENEZ DIAZ, 1983).

Diversos relatos associam o deficit hidrico a infecgao por M. phaseolina.
Baixo potencial hidrico aumenta a suscetibilidade das plantas e reduz
a atividade de microrganismos antagonicos.

Wrather et al. (2008) afirmaram que as diferencas na reducao do
rendimento da soja por causa da podridao de carvao entre os anos
foi devida as diferencas de pluviosidade. Esses autores avaliaram
genotipos sensiveis e tolerantes a seca nos anos 2003 a 2005 e
verificaram que alguns gendétipos tolerantes a seca resistem mais
a colonizacao das raizes por M. phaseolina, mas isso nao ocorreu
com todos os gendtipos tolerantes.

Segundo Olaya e Abawi (1996a), o maximo desenvolvimento mice-
lial, em meio de BDA, foi obtido com potencial osmético da dgua
(y), ajustado com KCI, NaCl ou sacarose e mantidos a 30 °C. O ma-
ximo crescimento radial foi obtido em BDA com valores de y entre
-1.220 J kg e -1.880 J kg™. A biomassa, obtida pelo cultivo em meio
de batata-dextrose (meio liquido) foi maxima quando o potencial
osmoético vy esteve entre -2.030 J kg' e -3.340 J kg™'. A producgao

de microesclerocios nao foi afetada quando o potencial osmotico
variou entre -670 J kg e -3.920 J kg™, mas foi completamente ini-
bida, com valores entre -8.270 J kg e -12.020 J kg™'. Os resultados
demonstraram que M. phaseolina pode desenvolver-se e produzir
grandes quantidades de microesclerécios em condicoes de baixo
potencial osmético (y) e justifica como a doenca pode ser favoreci-
da pela seca.

Em outro estudo, Olaya e Abawi (1996b) procuraram avaliar o efeito
do potencial da matriz do solo na sobrevivéncia de microesclero-
cios em solo pasteurizado e nao pasteurizado. Foram utilizados os
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potenciais (y) de 0 J kg, -10 J kg™, -30 J kg™, -100 J kg™, -300 J kg,
-500 J kg™ e -1.500 J kg™. Um solo seco ao ar (y aproximadamente
de -40.000 J kg") foi incluido. E importante que se mencione que a
condicao ideal de umidade do solo, para a cultura da soja, é de -30
J kg, equivalente a capacidade de campo. Duas e quatro semanas
apos, os autores observaram que os microesclerécios das amostras
de solo, mantidas a 30 °C e a potenciais osmoéticos de -10 J kg e
-1.500 J kg™ apresentavam viabilidade de 40% e 0%, respectiva-
mente. No entanto, microesclerécios mantidos em solo seco ao ar
apresentavam 100% de viabilidade. Os autores também avaliaram o
efeito do potencial osmotico da agua na colonizacao de fragmentos
de hastes de feijao. A colonizacao dos fragmentos de hastes de feijao
aumentava a medida que diminuia o potencial osmotico da agua, atin-
gindo o maximo de colonizacao com o valor de -3.990 J kg, decres-
cendo a partir desse valor. Da mesma forma, o numero de microescle-
rocios desenvolvidos no tecido infectado seguiu a mesma resposta da
colonizacao. Esses trabalhos demonstraram que M. phaseolina pode
sobreviver e colonizar fragmentos de haste de feijao, mesmo em con-
dicoes de baixissimo teor de umidade.

Considerando que o teor de umidade esteja relacionado a aeragao do
solo, é oportuno mencionar os resultados de Gangopadhyay et al. (1982)
ao estudarem o efeito da densidade aparente do solo e da porosidade,
sobre a sobrevivéncia de microesclerécios de M. phaseolina. Segundo
esses autores, microesclerocios nao sobrevivem bem no solo com alta
densidade aparente (Db= 1,56 g cm™) e com alta umidade, provavelmente
por haver reducéo de O,. Em outro trabalho, Wyllie et al. (1984) descre-
vem que a germinacgao de microesclerécios foi inibida quando a concen-
tracdo de O,, no solo foi inferior a 16%. Esses resultados provavelmente
se associam aqueles obtidos por Kendig et al. (2000) que estudaram o
efeito de irrigacao e deficit hidrico do solo, na densidade de M. phaseolina
no solo e em raizes de soja. Os autores submeteram plantas de soja a dife-
rentes sistemas de irrigacao. Plantas das cultivares Davis e Lloyd recebe-
ram irrigacao durante todo o ciclo, até o florescimento, ap6s o floresci-
mento ou foram cultivadas sem irrigagao. Os resultados mostraram que
a densidade de microesclerdcios nas raizes aumentou em todos os trata-
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mentos. No entanto, raizes de plantas com irrigagao até o florescimento e
aquelas que foram irrigadas apos o florescimento apresentaram niveis in-
termediarios de microesclerécios, em comparacao com aquelas sempre
irrigadas e aquelas sem irrigacao Em relagao a temperatura, observou-se
aumento na severidade da doenca em algodao, quando a temperatura foi
mantida entre 30 °C e 40 °C (GHAFFAR; ERWIN, 1969). Embora a tempera-
tura do solo tenha sido citada como um componente que contribui para a
infeccao, provavelmente por debilitar a planta, o trabalho de Manici et al.
(1995) procurou avaliar o efeito da temperatura sobre o fungo.

Sessenta e quatro isolados de girassol, coletados em quatro diferentes
regioes da Italia (Norte, Meio-Este, Meio-Oeste e Sul) foram submetidos
as temperaturas de 15 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C, avaliando-se a taxa
de crescimento. Os autores constataram que os isolados tendem a se
desenvolver melhor nas temperaturas similares aquelas das regioes
onde se desenvolvem naturalmente. Sessenta e dois isolados tiveram
um 6timo desenvolvimento a temperatura de 30 °C enquanto quatro
desenvolveram-se bem a temperatura de 40 °C. Varios isolados se
desenvolveram em temperaturas diferentes daquelas onde sao original-
mente encontrados, mostrando também uma capacidade de adaptacao.

Outro trabalho associou temperatura do substrato e tensdes de agua,
na germinacao de microesclerécios de M. phaseolina (VIANA; SOUZA,
1997). Utilizando areia como substrato, e temperaturas de 30 °C, 40 °C
e 50 °C, combinados com tensoes de agua de 8 -kPa, 80 -kPa, 300 -kPa
e 1.500 -kPa os autores concluiram que a maior porcentagem de ger-
minacao dos microesclerdcios ocorreu a 30 °C, com tensoes de dgua
de 300 -kPa e 1.500 -kPa. A 40 °C a reducgao de germinacao foi acentuada
e significativamente inferior as observadas a 30 °C. A 50 °C nao houve
germinacao significativa de microesclerocios.

Zveibil et al., 2012 avaliou a mortalidade de plantas de moranguinho
causada por M. phaseolina, e constatou que, entre 151 isolados desse
patdégeno, os microesclerdcios tinham a viabilidade reduzida quan-
do o solo foi mantido em temperaturas variando entre 18 °C e 32 °C
em condicoes de casa de vegetacao ou a 25 °C. A 35 °C houve menor
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efeito sobre a viabilidade, mas todas as temperaturas afetaram a via-
bilidade dos microesclerdcios. A morte das plantas, entretanto, foi maior
quando submetidas a 30 °C do que a 25 °C, enquanto que o deficit hidrico
em plantas mantidas a 25 °C ou 30 °C nao afetou a mortalidade das
plantas em solos infestados por M. phaseolina. O deficit hidrico somente
foi testado com as temperaturas de 25 °C e 30 °C, com ou sem adicao de
agua. As plantas eram irrigadas assim que apresentavam murcha.

O binbmio, temperatura e umidade, foi mencionado no trabalho. Nao
ficou claro, entretanto, como a maior viabilidade de microesclerdcios
(temperatura de 30 °C) se relacionou com a maior mortalidade das
plantas de moranguinho (temperatura variavel ou exatos 25 °C).

Essas observacoes contradizem o que se tem observado no Brasil,
em areas caracterizadas por altas temperaturas e sujeitas a estiagem
(deficit hidrico).

4. Variabilidade Genética

Diversos trabalhos relatam diferencas entre isolados obtidos de
hospedeiros distintos em relagcao a morfologia, a patogenicidade e a
habilidade metabdlica. Essa ultima tem sido observada quando se cul-
tivam isolados em meio contendo clorato de potassio (CLOUD; RUPE,
1991; PEARSON et al., 1987a) e em meio contendo diferentes fontes de
nitrogénio (PEARSON et al., 1987b). Pearson et al. (1986), conseguiram
diferenciar isolados de milho e de soja quanto a sensibilidade a clorato
de potassio.

Com técnicas de biologia molecular, como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), a identificagcdo de isolados geneticamente diferen-
tes foi facilitada. O trabalho desenvolvido por Fuhlbohmet al. (1997) foi
pioneiro no uso de RAPD na determinacao de variabilidade genética
entre isolados de M. phaseolina de caupi, na Australia.

Almeida e Abdelnoor (1998) também constataram a ocorréncia de
variabilidade entre isolados de soja, no Brasil. Cinquenta e cinco iso-
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lados foram obtidos de raizes de soja, coletadas em diferentes regioes
do Brasil (Tabela 1). As raizes foram lavadas em agua corrente e fragmen-
tos das raizes foram esterilizados em hipoclorito de sédio (2,5%), lavados
em agua estéril e transferidos assepticamente para placas contendo
BDA e estreptomicina (0,1 mg mL'de meio). Cada isolado foi cultiva-
do em meio liquido de batata e dextrose (BD) e o micélio produzido,
depois de lavado, foi utilizado para extragcao do DNA. Os fragmentos
amplificados, obtidos por PCR, foram depois separados por eletrofore-
se. O resultado dos padroes das bandas observadas foi utilizado para
analise com o programa NTSYS versao 2.02j. Coeficientes de simi-
laridade para todas as possiveis combinacoes de pares de isolados
foram estimados pelo método de DICE. O dendrograma foi construido
a partir dos coeficientes de similaridade, usando o método da média
das distancias (Unweightedpair-group method using an arithmetic
average-UPGMA) recomendado por Sneath e Sokal (1973).

Os 55 isolados foram agrupados em trés grupos distintos (Figura 7).
A média de similaridade dentro dos grupos 1, 2 e 3 foi de 99%, 85%
e 75%, respectivamente. O primeiro grupo foi composto de apenas
trés isolados (P1/F1-MS, P5/F5-MS e P1/F2-MS). Dois isolados (P1/
F1-MS e P1/F2-MS) nao ficaram no mesmo grupo dos isolados P1/
F3-MS, P1/F4-MS e P1/F5-MS, todos origindrios da raiz da mesma
planta (P1) de soja, amostra de Mato Grosso do Sul. O mesmo
ocorreu em amostra do Rio Grande do Sul, isolados de raizes tanto
da planta P1 quanto da P2 foram classificados em dois grupos dis-
tintos. Pelos resultados obtidos e considerando que apenas cinco
plantas de cada local e 15 fragmentos de raizes foram analisados,
pode-se afirmar que o fato nao é casual. O dendrograma obtido foi
suportado tanto pela analise de bootstrap quanto pela analise cofe-
nética, com um coeficiente de 0,98, considerado valor adequado ao
estudo.

O segundo grupo é o maior deles, contendo 33 isolados com similari-
dade de 85%. O terceiro grupo é constituido por 19 isolados e similari-
dade de 75%.
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Tabela 1. Isolados de Macrophomina phaseolina obtidos de diferentes raizes
de soja coletadas em diversos locais do Brasil. Embrapa Soja, Londrina, PR.
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28

P1/F2-RS*
P1/F3-RS
P1/F4-RS
P1/F5-RS
P2/F1-RS
P2/F2-RS
P2/F3-RS
P2/F4-RS
P2/F5-RS
P1/F1-MS
P1/F2-MS
P1/F3-MS
P1/F4-MS
P1/F5-MS
P2/F1-MS
P2/F2-MS
P2/F3-MS
P2/F4-MS
P2/F1-MS
P3/F1-MS
P3/F2-MS
P3/F3-MS
P3/F4-MS
P3/F5-MS
P4/F1-MS
P4/F2-MS
P4/F3-MS
P4/F4-MS

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

P4/F5-MS
P5/F1-MS
P5/F2-MS
P5/F3-MS
P5/F4-MS
P5/F5-MS
P6/F1-MS
P6/F2-MS
P6/F3-MS
P6/F4-MS
P6/F5-MS
P1/F1-RS
P1/F2-PR
P1/F3-PR
P1/F4-PR
P1/F5-PR
P2/F1-PR
P2/F2-PR
P2/F3-PR
P2/F4-PR
P2/F5-PR
P1/F1-MG
P2/F1-MG
P2/F2-MG
P2/F3-MG
P2/F4-MG
P2/F5-MG

*P_/F_-ZZ: P_= nimero da raiz da planta usada; F_= niumero do fragmento de cada raiz isolada; ZZ= Estado de coleta
(MS=Mato Grosso do Sul; MG= Minas Gerais; PR= Parana; RS= Rio Grande do Sul.
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Figura 7. Dendrograma obtido pelo método de UPGMA utilizando os coeficientes DICE, oriundos

de andlise de RAPD, de 55 isolados de Macrophomina phaseolina. NiGmeros nos nds representam
resultados de 1000 repeticdes da analise de bootstrap, usando o programa WinBoot (YAP; NELSON,

1996). Apenas valores iguais ou maiores que 50% sdo mostrados.

A comprovacao desses resultados foi obtida pelo uso da analise de
coordenadas principais, mostrando que os dois vetores explicam 87%
da variancia total (Figura 8). O grafico de dupla dimensao mostra que
os isolados se distribuem em trés grupos. A adicao de um terceiro
vetor ndo aumentou esse valor.
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Figura 8. Grafico bidimensional obtido por anélise de coordenadas principais, utilizando dados de
RAPD, referente a 55 isolados de Macrophomina phaseolina, mostrando a formagéo de trés grupos.
A variabilidade encontrada foi baixa, entre isolados, dentro de cada
grupo. No entanto, a divergéncia entre grupos foi alta, permitindo
formar os trés grupos. A baixa variabilidade genética encontrada
pode ser devida ao nimero de isolados que nao foi grande (55). Caso
a amostragem tivesse sido maior, poderia se supor que houvesse
maior variabilidade genética. Isso é comum entre organismos que nao
possuem reproducao sexuada, como parece ocorrer com esse pato-
geno. Entretanto, existe a possibilidade de parassexualismo, ou seja,
fusao de células de diferentes hifas, contribuindo para a variabilidade
genética encontrada.

Jana et al. (2003) caracterizaram 43 isolados de M. phaseolina e 22
isolados de Fusarium spp. coletados em diversas regides da india e
oriundos de diversas espécies botanicas, através do método RAPD.
Um primer foi obtido (OPA-13) permitindo produzir perfis eletroforéti-
cos especificos para espécies de Fusarium e de M. phaseolina, utili-
zando sistema “multiplex”.
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Nessa mesma linha de pesquisa, também utilizando RAPD, Das et al.
(2008) identificaram alto grau de polimorfismo (98,1%) entre 20 isola-
dos de sorgo, que se agruparam em sete grupos ao nivel de 37% de
similaridade. Isolados sensiveis ao clorato de potassio foram genetica-
mente mais préoximos entre si do que os resistentes. Ficou demonstrado
que isolados de sorgo, sensiveis a clorato de potassio, tinham alguma
relacdo com a severidade da podridao de carvao em sorgo.

Todos esses trabalhos confirmam que marcadores RAPD sao adequados
para avaliar variabilidade genética da populacao de fungos, constituindo
ferramenta auxiliar no estudo da biologia e da ecologia de patdgenos.
Jana et al. (2005) e Baird et al. (2009) mencionam também a utilizacao
de microsatélites (SSR - Simple Sequence Repeat) para estudar a variabi-
lidade genética de M. phaseolina.

A variabilidade genética tem sido observada entre isolados de

M. phaseolina, bem como, o efeito de especializacao desse fungo,
de acordo com a planta hospedeira. Su et al.(2001) demonstraram que
isolados de M. phaseolina de um mesmo hospedeiro sao geneticamente
similares. Isolado de milho quando inoculado em raizes de sorgo, soja e
algodao apresentaram menor quantidade de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), diferindo estatisticamente da colonizacao de raizes do
proprio isolado de milho, que apresentou a maior concentracao de UFC.

Almeida et al. (2008) avaliaram isolados de soja, milho e girassol, em
inoculagoes cruzadas, quanto a capacidade de formacao de microes-
clerécios em raiz. A maior e a menor producao significativa de micro-
esclerécios (P=0,05) foram observadas em raizes de soja e girassol,
respectivamente, independente da origem do isolado. Além disso,
estudou-se a variabilidade de isolados do fungo, obtidos de sistemas
de rotacao de culturas estabelecidos ha 20 anos utilizando-se RAPD.
Oitenta e nove isolados, oriundos de cinco populagées foram coleta-
dos em amostras de solo de quatro sistemas de rotacao e uma amos-
tra de solo virgem. Sete agrupamentos foram observados com 85%
de similaridade. Essas analises indicaram que M. phaseolina é uma
espécie com baixa variabilidade genética, mas com possivel efeito do
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sistema de rotacao. AMOVA foi realizada com os dados de RAPD. Da
variabilidade genética total, 21% (P=0.001) foi explicada pelas diferen-
cas entre populacoes e, 79% foi explicada por diferencas dentro das
populagdes (Pst= 0.2110; P=0,001). A média do coeficiente de diferen-
ciacao génica (GST) estimada entre as cinco populagoes foi de 27%, si-
milar aos resultados da AMOVA (®st= 0,2110). A variabilidade genética
total mostrou que as cinco populagdes tém alto grau de variabilidade
(HT=0,3484). Os resultados sugerem que a diferenciacao genética de
M. phaseolina pode ser alterada pela rotacao de culturas, apesar disso
esse efeito da rotacao nao contribui efetivamente no manejo, porque
ha ainda, a influéncia das condigOes climaticas, que podem contribuir
aumentando (temperaturas altas e/ou deficit hidrico) a severidade da
doenca numa determinada estacao de cultivo.

5. Rotacao de culturas e manejo do solo

Com o conhecimento da acao polifaga desse fungo, ficou claro que o
sistema de rotagao de culturas era uma medida inviavel para o controle
dessa doenca (SHORT et al., 1980). Esses autores estudaram a sobre-
vivéncia de microesclerécios no periodo de maio de 1975 a outubro de
1977. A profundidade de enterrio dos microesclerocios no solo nao afetou
a germinacgao dos mesmos. A populacao de microesclerécios viaveis
avaliada no final do estudo foi maior do que aquela observada no inicio,
demonstrando que em solo sob pousio houve aumento dessa populacgao,
em decorréncia da vida saprofitica do fungo, tornando-se inversamente
proporcional ao rendimento da soja. Esse fato foi também observado
por Almeida et al. (2001), em restos de cultura de soja mantidos sob ou
sobre o solo, mostrando que o fungo sobrevive e se multiplica saprofiti-
camente. Ainda no mesmo trabalho a populacao de microesclerdcios foi
proporcional ao niumero de anos cultivados, consecutivamente, com soja
e milho. Da mesma forma, a severidade em raizes de soja infectadas foi
diretamente relacionada a concentracao de microesclerécios no solo. Os
autores concluiram que o rapido aumento dos microesclerdcios em
solos cultivados com hospedeiros suscetiveis, a persisténcia desses
propagulos no solo e em residuos de soja e a direta relacao entre con-
centragcao de microesclerocios e redugao de rendimento, ndo permitem
que essa doencga possa ser controlada por rotagao de culturas.
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Trabalho conduzido por Singh et al. (1990) confirmou essa observacao.
Trabalhando na regiao de Patancheru, india, os autores avaliaram diver-
sos sistemas de rotacao quanto ao efeito na producao de microescle-
rocios, determinado através de analise de amostras de solo. O cultivo

de sorgo, seguido por caupi ou grao de bico, favoreceu o aumento da
concentracao de microesclerdcios no solo, em relacao a outros sistemas
de rotagao. No entanto, sistemas de cultivo com pousio, seguindo com
semeadura de sorgo ou grao de bico, estabilizou a densidade de indculo.

No estudo conduzido por Almeida et al. (2008) foi testado o efeito de
rotacdo entre trés espécies vegetais. Isolados de soja, milho e girassol
foram avaliados, em inoculagoes cruzadas, quanto a capacidade de
formacao de microesclerdcios em raiz, em casa de vegetagdo. A maior
e a menor producao significativa de microesclerécios (P=0,05) foram
observadas em raizes de soja (863 microesclerdcios por grama de raiz)
e girassol (578 microesclerécios por grama de raiz), respectivamente,
independente da origem do isolado. Esse resultado foi similar aos ob-
tidos por Su et al. (2001) que observaram maior producao de microes-
clerocios em isolados de soja do que entre isolados de milho, sorgo ou
algodao. O efeito da rotagao, nesse estudo, teve alternancia de culturas
por 20 anos, enquanto Su et al. (2001) utilizaram rotagao por 15 anos.

Uma importante diferenca entre esses estudos foi o nimero de mi-
croesclerocios. Nos solos do Sul do Brasil, sob rotagao de culturas,
encontrou-se 215 microesclerécios por grama de solo enquanto Su et
al. (2001) encontrou uma média de 10 microesclerocios por grama de
solo do estado da Louisiana, nos Estados Unidos da América.

Mengistu et al. (2009) avaliaram a densidade de propagulos de

M. phaseolina em tecidos de soja e amostras de solo, quando sub-
metidos ao efeito do sistema de cultivo, tipo de palha e herbicida. A
analise de variancia mostrou efeito significativo do sistema de cultivo
e do tipo de palha no nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) desse fungo e interagdo com o ano. O nimero de UFC foi maior
no sistema convencional do que no sistema de plantio direto, e também
foi maior quando se utilizou palha de ervilhaca e solo descoberto, do que
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com palha de centeio. Os resultados sugerem que essa doencga poderia
ser melhor manejada no plantio direto do que em semeadura conven-
cional. O herbicida glifosato nao afetou o nimero de UFC nas amostras
de solo e de tecido de raizes. Canaday et al. (1986) avaliaram o efeito de
herbicidas no campo, anteriormente, quanto ao nivel de estresse indu-
zido nas plantas pulverizadas por diferentes principio ativos, mas cujas
raizes foram colonizadas por M. phaseolina. O solo continha 22 e 34
microsclerdcios/g de solo em 1983 e 1984, respectivamente. Observou-se
que estresse induzido por chloramben e 2,4-DB aumentou significativa-
mente a colonizacao das raizes enquanto que o alachlor a reduziu. Es-
tresses causados nas raizes, por glifosato e vernolato, ndo apresentaram
qualquer efeito na colonizagao desse fungo.

Essa doenca aparece em reboleiras, de diversos tamanhos. Mihail e

Alcorn (1987) consideraram que a podridao de carvao é uma doenca
que tende a ocorrer em reboleiras préximas. Isso significa que o ino6-
culo é mais concentrado e menos disperso.

Olanya e Campbell (1988) mencionam que a agregacao da densidade
de indéculo, medida pelo indice de Morisita, diminuiu apds uma gra-
dagem. A redistribuicao do indculo, pelo efeito da gradagem, foi mais
evidente em reboleiras com alta densidade de in6culo.

Como essa doenga € comum no Brasil, fica explicado porque na se-
meadura convencional sua ocorréncia € mais significativa. Mas nao se
pode esquecer o efeito da temperatura alta e da seca, que contribuem
para aumentar o nivel de infeccao.

Perez-Bradan et al. (2012) utilizaram campo cultivado com soja, por 20
anos, para avaliar aspectos bioldgicos, quimicos e fisicos em diversos
sistemas de preparo do solo sobre a incidéncia de M. phaseolina. Os
sistemas de preparo do solo foram semeadura direta (SD), semeadura
direta com escarificacao (SE+E), cultivo minimo (CM) e semeadura
convencional (SC). Quanto aos aspectos bioldgicos, SD e SD+E apre-
sentaram resultados significativamente superiores do que CM e SC,
na andlise de atividade microbiana. Na analise de diacetato de fluo-
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resceina (FDA), SD foi superior aos demais. Na analise da atividade de
desidrogenase, SD, SD+E e SC foram levemente superiores ao CM.

Um dos melhores trabalhos envolvendo M. phaseolina e sistemas de pre-
paro do solo é o descrito por Wrather et al. (1998). Os autores utilizaram
uma area com sistemas de semeadura direta e convencional, com soja
continua, estabelecidos ha varios anos. As avaliagdes procuraram deter-
minar, durante trés safras de soja, o efeito do sistema de preparo de solo
(semeadura direta, convencional com arado e convencional com aiveca)
na severidade e na populagao de microesclerécios em duas profundida-
des do solo (0 cm a 75 cm; 7.5 cm a 15 cm). Nao houve diferenca quanto
a populacao de microesclerécios em ambas as profundidades, para os
sistemas convencional com arado de disco e convencional com aiveca. A
maior concentragao foi observada na profundidade de 0 cm a 7.5 cm, em
solo sob semeadura direta. Os autores também nao constataram asso-
ciacao entre a produtividade e a densidade de microesclerécios no solo,
diferentemente do observado por Short et al. (1980).

Considerando o avanco da semeadura direta no Brasil e a falta de infor-
macoes relacionadas a M. phaseolina, procurou-se avaliar a severidade
da podridao de carvao em soja, cultivada nos sistemas convencional e
direto (ALMEIDA et al., 2003). Todas as avaliacbes que compdem o pre-
sente estudo foram feitas em experimento instalado na Embrapa Soja,
Londrina-PR (Tabela 2) com histérico de 17 anos de semeaduras direta e
convencional, em solo oxisol, com 67% argila, 17% silte e16% de areia,
no horizonte Ap.

Tabela 2. Esquema de rotagao/sucessao utilizado na Embrapa Soja nos siste-
mas de semeadura direta e convencional. Embrapa Soja, Londrina, PR.

Ad, S TR SJ TR SJ TR SJ TR SJ TR SJ
Ad, R ™ ML AV SJ TR SJ TR SJ T™ ML
Di, S TR SJ TR SJ TR SJ TR SJ TR SJ
Di, R ™ ML AV SJ TR SJ TR SJ T™ ML

Inv = inverno; Ver = verao; AV= aveia; ML= milho; SJ= soja; TM= tremoco; TR= trigo; Ad= arado de disco; Di= semea-
dura direta; S= sucessédo; R= rotagdo. Fonte: Almeida et al., 2003.
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A incidéncia de raizes infectadas foi determinada pela analise dos
sistemas radiculares de plantas de soja cv. Embrapa 48, amostradas
durante quatro anos (1997/2001) em areas com semeaduras direta
(SD) e convencional (SC). Cinco plantas foram retiradas, ao acaso,
de cada parcela, totalizando 20 plantas por tratamento (sistemas
convencional e direto). As raizes foram lavadas e secas a tempe-
ratura ambiente. De cada raiz retirou-se, aleatoriamente, quatro
fragmentos (raiz principal e outras) os quais foram esterilizados em
de hipoclorito de sédio (0,56%) por um minuto e depois lavados em
agua esterilizada. Os fragmentos foram plaqueados em meio de
batata-dextrose-agar (BDA) contendo 0,1 g L' de sulfato de estrep-
tomicina. As placas foram incubadas a 26 °C no escuro e a avalia-
cao feita sete dias apos.

O numero de plantas infectadas foi utilizado para determinacao da
incidéncia da doenca, em cada época de amostragem e os mesmos
dados, em porcentagem, utilizados para a obtencao da area abaixo
da curva de progresso da doencga, seguindo método descrito por
Shaner e Finney (1977).

Em 1997/98 e 2000/01, a precipitacao total entre a semeadura, em
novembro, e a colheita, em marco, foi de 876,3 mm e 846,9 mm,
respectivamente, nao havendo diferenca significativa entre a inci-
déncia da doencga na SD e na SC. Em 1998/99 e 1999/00, a precipita-
cao observada foi de 689,9 mm e 478,3 mm, respectivamente. Em
1998/99 a incidéncia final nos sistemas de SD e SC foi de 43,7% e
53,1%, respectivamente. Em 1999/00, a incidéncia final foi de 68,7%
e 81,2%, respectivamente.

Nessas duas safras, em anos considerados secos (precipitacao pluvio-
métrica <840 mm), as médias de incidéncia entre os dois sistemas de

semeadura foram significativamente diferentes (P=0,05). A concentra-
cao de microesclerocios no solo, coletados a profundidade de 0-10 cm
em SD e SC, mostrou resultados diferentes. Amostras de solo de SC

Raizes infectadas (%)
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sempre apresentaram maior concentracao de microesclerécios do que
amostras de SD (P=0,05). No entanto, amostras de raizes nao apresen-
taram a mesma resposta. Em anos secos, a concentracao foi maior

na soja do SC. Nao houve diferenca em anos com boa precipitagao
(Figura 9). Esse estudo mostra que a manutencao de umidade, favo-
recida pelo sistema de semeadura direta, pode reduzir o progresso da
doenca, favorecendo o manejo da doenga.
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Figura 9. Efeito do sistema de semeadura (convencional e direta) sobre a porcentagem de raizes
de soja cv. Embrapa 48 infectadas com Macrophomina phaseolina, avaliadas nos anos agricolas
1997/01. Valores correspondem a média de 20 avaliagdes. Ad = sistema convencional; Di = sistema
direto. A=1997/98 (876 mm chuva); B=1998/99 (689 mm chuva); C=1999/2000 (474 mm chuva);
D=2000/01 (846 mm chuva).

A avaliacdo da intensidade de colonizacdo das raizes foi feita através
da contagem de microesclerocios formados. Isso foi determinado
utilizando o restante do sistema radicular das plantas amostradas,
que foi moido e uma amostra de 0,5 g foi misturada a 80 mL de meio
especifico segundo Mihail e Alcorn (1982), com posterior distribuicdo
em cinco placas de Petri, que foram incubadas a 28 °C por nove dias.
A contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC)
(Figura 10) foi feita sob microscépio estereoscopico.
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Figura 10. Desenvolvimento de Macrophomina phaseolina em meio especifico, para determinacao
da populagao de microesclerécios em amostras de solo. Setas mostram col6nias acinzentadas,
tipicas do fungo.

A mesma avaliagao foi feita em amostras de solo, para verificar a dis-
tribuicao espacial de microesclerocios. Dentro de uma area com seme-
adura direta e outra com semeadura convencional, com as plantas no
estadio de enchimento de graos (estadio R5 segundo Fehr et al., 1971),
foram delimitados 16 quadrados contiguos, medindo 0,4 m de lado,
cada um. Dentro de cada quadrado, coletaram-se cinco amostras de
solo, utilizando trado com cinco centimetros de diametro, na profun-
didade de 0-10 cm. As amostras, dentro de cada parcela, foram mistu-
radas. De cada amostra composta, retiraram-se 5 g de solo peneirado
em malha com dois milimetros de abertura, lavado em solucéo de
hipoclorito de sédio e misturado a meio especifico de Mihail e Alcorn
(1982), para determinacao da concentracao de microesclerdcios.

Os dados foram utilizados no programa Statistica versao 5.1 (Stat-
SoftIinC., Tulsa, OK, EUA) para determinacao do grafico de distribuicao
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espacial. O grafico foi estimado a partir das coordenadas de X eY, de
acordo com o método “Distance-weighted least squares”, com o ajuste
da curva dos dados através de regressao polinomial de 2% ordem,
gerada pelo programa.

A infeccao de raizes de soja por Macrophomina phaseolina ocorreu
em ambos os sistemas de semeadura, em todos os anos do estudo.
No entanto, pode-se constatar que, em dois anos, houve maior seve-
ridade da doenca nas parcelas com sistema de semeadura convencio-
nal (Figura 9, B e C). Em geral, a infecgcdo aumentou ao longo do ciclo
da cultura. A doenca foi mais evidente nas raizes coletadas no final de
ciclo, mostrando coloracao marrom escura do sistema vascular. Em
raros casos, observaram-se ramos secos, caidos e aderidos as plantas,
sintoma tradicionalmente visto nessa doenca.

A analise da epidemia da doenga, avaliada durante quatro anos agricolas
(1997/2001) através da medicao da area abaixo da curva de progresso da
doenca, foi significativa apenas nos anos de 1998/99 e 1999/00 (Tabela

3). Esses dois anos foram considerados secos, o total de chuva, no ciclo
da cultura, foi menor do que 840 mm, citado por Berlato e Bergamaschi
(1979) como ideal para essa cultura nas condigoes brasileiras.

Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca, determinada pela
porcentagem de raizes de soja cv. Embrapa 48 infectadas por Macrophomina
phaseolina. Plantas coletadas nos sistema de semeadura convencional e di-
reta. Volume de chuva refere-se ao periodo de novembro a margo de cada ano
agricola. Embrapa Soja, Londrina, PR.

Ano Convencional Direta Chuva (mm)
1997/98 935,94% a 940,63 a 876,3
1998/99 1118,75 a 850,00 b 689,9
1999/00 2189,06 a 1764,06 b 474,3
2000/01 1637,50 a 1518,75 a 846,9

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabi-
lidade.

A analise do numero de microesclerdcios formados nas raizes consti-
tui outro pardmetro de avaliagao para o efeito do sistema de semea-
dura e umidade do solo, na severidade da doenca.
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Embora avaliada em apenas um ano, constatou-se maior nimero de
microesclerdcios nas raizes retiradas do sistema de semeadura con-
vencional. Também ficou evidente o efeito de ano. A densidade de mi-
croesclerocios, formados nas raizes das plantas amostradas, mostrou
que, dependendo do ano, héa diferencgas significativas entre os dois
tratamentos (Tabela 4). Esse fato necessita de maior nimero de anos
para confirmacao dos resultados obtidos. Nos mesmos anos, a popu-
lacao de microesclerdcios foi maior no sistema convencional.

Tabela 4. Densidade de microesclerdcios de Macrophomina phaseolina em
amostras de solo e raizes, coletadas nas parcelas com sistema de semeadura
direta e convencional. Embrapa Soja, Londrina, PR.

Raiz' 1999/2000 2000/2001 1999/2000 2000/2001
Direta 149,0%b 1389 b 68,75 b 46,88 a
Convencional 290,3 a 1835 a 81,25 a 43,75 a
Solo?
Direta 26,4 a 738a
Convencional 27,2 a 59,5 b

'CFUg", avaliados em 0,25 g de raizes moidas.

2CFUg" solo, avaliados em 5 g solo.

* Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabili-
dade.

Os dados estao de acordo com observacgoes de Kendig et al. (2000)
que detectaram menor infeccdo em plantas de soja irrigadas. Os re-
sultados mostraram que a umidade do solo tem efeito significativo na
infeccao das raizes de soja e indica que infeccOes precoces acontecem
com maior intensidade em solos com baixa umidade.

Outra avaliacao desse trabalho foi a determinacao da concentragao
de microesclerécios no solo. Foram constatadas diferencas entre os
anos e entre os tratamentos. As maiores concentracoes foram detec-
tadas no sistema convencional. No ano 2000/01 a concentragao de
microesclerécios foi maior do que no ano de 1999/00. Entretanto, esse
fato nao se relacionou a infeccao. Esse dado, difere da observacao
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de Short et al.(1980), mas esta de acordo com Wrather et al.(1998). No
trabalho de Zambolim et al. (1983), os autores constataram que houve
aumento na porcentagem de raizes de soja infectadas por M. phaseolina
e Rhizoctonia solani quando houve aumento do inéculo no solo. Estu-
dos adicionais poderao esclarecer essa observacao, visto que Bruton et
al. (1987), trabalhando com cantaloupe (espécie de melao) nao detectou
correlagao entre o nimero de microesclerocios e o numero de plantas
infectadas. Com relagcdo ao aumento do niumero de microesclerdcios,
os dados obtidos confirmam importante relato de Dhingra e Sinclair
(1978) os quais determinaram que o cultivo de soja e milho aumenta-
ram a quantidade de microesclerécios no solo.

Um fato interessante, determinado nesse estudo, foi a presenca de
M. phaseolina em solo de mata, sem historico de cultivo anterior e
também em solo cultivado com café. Embora encontrado em baixissi-
ma concentracao, essa presenca demonstra ser o patdgeno nativo do
solo e cuja populacao deve ter aumentado apéds a introducao de cul-
turas anuais ou perenes (Tabela 5). Nesse mesmo estudo, as parcelas
em sistema convencional apresentavam maior densidade de microes-
clerécios do que em sistema de semeadura direta.

Os dados desse estudo permitem concluir que no periodo estudado e
nas condigOes climaticas da regidao de Londrina, o sistema de seme-
adura convencional promoveu maior infeccdo de raizes de soja por
M. phaseolina, embora nao tenham sido observadas diferengas em
rendimento.

Como houve variagcao entre os anos do estudo e a severidade foi
maior em anos secos, acredita-se que a umidade seja mais importante
do que a temperatura, para que esse patossistema tenha maior suces-
so0. Isso pode ser observado pela leitura da temperatura na superficie
do solo, nas parcelas com semeadura direta e convencional. A tempe-
ratura da superficie do solo foi levemente mais alta no sistema con-
vencional, enquanto que a refletadncia foi maior no solo com semeadu-
ra direta (Tabela 6).
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Tabela 5. Distribuicao espacial de microescler6cios em amostras de solo reti-
radas de um grid 4 x 4, com cada quadrado medindo 0,4 m x 0,4 m, em seis
locais diferentes. Embrapa Soja, Londrina, PR.

1 8,16 5,20 77,59 68,96 0,42 0,00
2 3,04 8,25 56,00 66,78 0,79 0,00
3 10,11 10,88 84,83 43,46 0,00 0,76
4 10,40 6,12 86,28 60,77 0,58 0,00
5 0,42 10,75 72,40 56,75 0,00 0,00
6 6,26 13,41 88,28 69,93 0,79 0,26
7 3,68 10,86 90,34 67,52 0,58 0,00
8 7,49 17,67 90,14 104,86 0,00 0,25
9 7,66 34,53 83,21 53,44 0,35 0,00
10 10,55 16,58 77,05 69,73 0,00
11 13,47 11,53 78,08 68,73 0,00
12 14,74 18,40 84,40 79,33 0,64
13 4,61 19,54 80,70 98,06 1,17
14 4,95 13,54 76,34 64,20 0,26
15 5,66 14,38 59,99 51,84 0,51
16 15,11 16,56 72,14 68,52 0,77
Média 7,89 14,25 68,52 61,28 0,29

*SD-LDB= semeadura direta, Londrina;

SC-LDB= semeadura convencional, Londrina;
SD-CM= semeadura direta, Campo Mourao;
SC-CM= semeadura convencional, Campo Mouré&o.

Tabela 6. Temperatura (°C) da superficie do solo e albedo, medidas nos siste-
mas de semeadura convencional e direta. Embrapa Soja, Londrina, PR.

Convencional 12/11/98 74,71+ 2,35 10,6
Direto 12/11/98 70,17+ 5,00 171
Convencional 30/11/99 58,64+ 2,37 11,8
Direto 30/11/99 53,21+ 2,62 17,9

*Albedo = razédo entre radiagéo refletida e radiacao incidente x 100.

A avaliagao da distribuicao de microesclerécios no solo, nos dois siste-
mas de semeadura, mostra que em ambos os sistemas, tanto em Londri-
na quanto em Campo Mourao, os microesclerdcios sao distribuidos irre-
gularmente, embora a maior média de microesclerécios, por grama de
solo seco, fosse observada nas amostras do solo retirada de semeadura
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convencional. Em nenhum dos dois locais analisados ha uniformidade na
distribuicdo. A demonstracao dessa desuniformidade na distribuicao dos
microesclerdcios no solo pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11. Distribuicao espacial de microesclerécios de Macrophomina phaseolina, em amostras de
solo com semeadura direta (1 e 3) e convencional (2 e 4) , coletadas em quadrados vizinhos com
area de 0,016 m (0,4 m x 0,4 m), nos municipios de Campo Mouréo (1 e 2) e Londrina (3 e 4). As
médias de microesclerocios por grama de solo seco em cada area de 2,56 m sao: area 1=7,9; 2=14,3;
3=68,3 e, 4=79,3.

Concluindo, Macrophomina phaseolina € naturalmente encontrado no
solo, podendo ser identificado em amostras de solo de mata virgem,
sem historico de cultivo de plantas. Em areas cultivadas, os microes-
clerécios sao distribuidos irregularmente, havendo claramente man-
chas de solo com maior concentracgao.

A infeccao das raizes de soja pelo fungo, sob condicoes de deficit hi-
drico, foi mais favorecida sob semeadura convencional. E, a distribui-
¢ao espacial de microesclerdcios é maior no solo, também sob seme-
adura convencional. A temperatura da superficie do solo sob plantio
direto foi mais baixa podendo explicar o menor deficit hidrico.
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6. Resisténcia genética

O controle de doengas pode envolver uma ou varias estratégias. Uma
dessas estratégias é o uso de cultivares resistentes. Mas, para essa
doenga, nao ha nenhuma cultivar resistente disponivel no mercado.

Pearson et al. (1984) encontraram diferencgas na taxa de colonizacao
das raizes entre nove cultivares avaliadas, sendo que as cultivares
Bay, Essex, Forrest [grupo de maturidade relativaV (EUA)] e Sprite
[grupo de maturidade relativa Ill (EUA)] apresentaram as menores
taxas. Bristol e Wyllie (1984) avaliando e ranqueando 14 cultivares
quanto a altura de planta, ao volume e ao peso de raiz e ao peso
da parte aérea, apontaram a cultivar Dunfield como a menos afe-
tada por M. phaseolina. Smith e Carvil (1997) avaliaram 24 geno6-
tipos quanto a colonizacao do colo e da raiz por M. phaseolina e
rendimento, apontando como moderadamente resistentes (MR) as
cultivares Asgrow 4715, Delta Pineland 3478, Hamilton e Jackson II.
A linhagem DT97-4290 foi a primeira a ser registrada como MR ao
fungo (PARIS et al., 2006).

Mengistu et al. (2007) testaram cinco métodos de avaliacao para resis-
téncia a M. phaseolina, empregando 24 genétipos. Apontaram como
melhores, trés métodos: o indice de unidades formadoras de coldnia
(IUFC) [unidades formadoras de coldnias (UFC) de um determinado
gendtipo dividido pelo UFC do gendtipo suscetivel mais suscetivel

no teste], a intensidade de descoloracao do tecido vascular e cortical

e a intensidade de microesclerdcios, que eles denominaram severi-
dade na raiz e no caule (SRC). O IUFC é mais trabalhoso, porém mais
acurado que o SRC e a intensidade de descoloracgao do tecido vas-
cular e cortical. Baseados no IUFC os autores indicaram como MR os
gendétipos DT99-16864, DT99-17483 e, DT99-17554. E quando baseados
na SRC mais quatro gendétipos foram considerados MR: DT98-7553,
STALWART, MD98-6491 e N98-7265.

Quanto ao método de avaliacao, a correlagao encontrada por Mengistu
et al. (2011) foi mais consistente entre os métodos IUFC e SRC (r=0,71
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e r=0,69) durante os anos de 2002 e 2003, respectivamente. Entre os
dois métodos, a Embrapa Soja tem optado pela contagem de UFC
(ALMEIDA et al, 2008). Smith e Carvil (1997) ja haviam concluido que
esse era o melhor método, embora, mais trabalhoso. Propde-se numa
primeira avaliacao utilizar a intensidade de descoloracao do tecido
vascular e cortical e ap6s se ter os resultados, efetuar o IUFC dos me-
Ihores genotipos.

Mengistu et al. (2011), usando como padréo a linhagem DT97-4290,
avaliaram 149 genétipos de diferentes grupos de maturidade relativa
e, levando em conta os trés anos (2006, 2007 e 2008) de avaliacao,
confirmaram os gendtipos, do grupo de maturidade relativaV (EUA),
DT99-16864, DT99-17483 e DT99-17554 como MR, e apontaram ou-
tros trés cultivares: DG3950 [grupo de maturidade relativa Il (EUA)],
Manokin [grupo de maturidade relativa IV (EUA)] e DT98-7553 [grupo
de maturidade relativaV (EUA)]. Esse ultimo havia sido considerado
MR na avaliagdo da SRC no trabalho de Mengistu et al. (2007). Men-
gistu et al. (2013) também avaliaram 628 materiais comparando com
o padrao MR DT97-4290. Os autores apontaram quatro gendtipos com
menor nivel de infeccao por M. phaseolina do que o padrao: P1594302,
PI567562A, P1506764 e Pl 567334.

Todos esses gendtipos que apresentam menor nivel de infeccao ou fo-
ram considerados MR podem ser utilizados em programas de melho-
ramento visando a obtencao de cultivares que resistam, mesmo que
parcialmente, a infeccao por esse patdgeno, reduzindo a possibilidade
de perda pela doenca.

Plantas de soja quando infectadas por M. phaseolina produzem a
fitoalexina gliceolina, um dos compostos que poderiam restringir o
desenvolvimento do fungo, conferindo assim, resisténcia as plantas
(LYGGIN et al., 2010). A rapida biossintese de gliceolina durante a
infeccao poderia ser um mecanismo de resisténcia ao patégeno. Essa
caracteristica poderia ser explorada em programas de melhoramento
genético e/ou em projetos de obtencao de plantas transgénicas.
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