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METODOLOGIAS PARA DETERMINAGAO DA REAGAO DE CULTIVARES DE SOJA

A Fusarium tucumaniae

RESUMO - Objetivou-se estudar diferentes metodologias de inoculagdo de
Fusarium tucumaniae em folhas destacadas e em plantulas de soja, visando a
caracterizagdo da reacdo de resisténcia de cultivares de soja a F. tucumaniae. O
trabalho foi desenvolvido em diferentes etapas relacionadas a seguir: obtengdo e
manutengdo do indculo; avaliagdo do desenvolvimento do patégeno em diferentes
meios de cultura e diferentes luminosidades; avaliacdo de diferentes métodos de
inoculagdo em folhas destacadas acondicionadas em papel de filtro e em solo,
incubadas em duas temperaturas; avaliagdo de métodos de inoculacdo em plantulas
cultivadas em casa de vegetacdo (primavera/verdo e outono/inverno), reacdo de
cultivares de soja a F. tucumaniae avaliadas em folhas destacadas, reacao de cultivares
de soja a F. tucumaniae avaliadas em plantulas (outono/inverno). As andlises dos
resultados permitiram concluir maior esporulagdo do fungo em meio de graos de sorgo.
As metodologias de inoculagdo de plantulas foram bem sucedidas na época de
outono/inverno 2005, observando-se infeccdo das plantulas, principalmente de
variedades suscetiveis, e os sintomas tipicos da doenga ocorreram em todos os
meétodos utilizados. FT-Cristalina apresentou maior nivel de infeccdo da planta, para o
método de graos de sorgo (GS). O método de inoculagdo, em folhas destacadas, com
graos de aveia, promoveu maior infecgdo nas folhas e, o ambiente mais propicio ao
desenvolvimento dos sintomas da doenca foi o solo a 23°C. A cultivar FT-Estrela
apresentou 90,2% de plantulas mortas, e CAC-1 46,9% (método GS). No método da

folha destacada nao foi possivel caracterizar a reacéo das cultivares estudadas.

Palavras-Chave: podriddo vermelha da raiz (PVR), métodos de inoculacao artificial,

Fusarium solani f. sp. glycines, folha destacada, Glycine max (L.) Merrill



xii

METHODOLOGIES TO DETERMINE SOYBEAN CULTIVARS REACTION TO

Fusarium tucumaniae

SUMMARY - Detached leaves and seedlings of some cultivars were inoculated
with F. tucumaniae using different methodologies in order to evaluated their resistance
reaction. The conduction of the research work consisted of the following phases:
obtainment and maintenance the isolate, evaluation of the pathogen growth and
sporulation in different cultura media and luminosity; evaluation of different inoculation
methods in detached leaves conditioned either in filter paper and soil being, incubated
under two temperatures; evaluation of inoculation methods in soybean seedlings
developed in greenhouse (Spring/Summer and Autumn/Winter); reaction of soybean
cultivars to F. tucumaniae evaluated in detached leaves; reaction of soybean cultivars to
F. tucumaniae evaluated in seedling (Autumn/Winter). The obtained results showed that
the fungus sporulation was more intense when grown in a sorghum grain medium.
Inoculation methodologies in seedlings showed best results when carried out during the
2005 Autumn/Winter period, because seedlings infection was observed, mainly in the
susceptible cultivars, and all the employed methods allowed observation of the disease
typical symptoms. FT-Cristalina was the cultivar in which the highest level of plant
infection was observed, when the sorghum grain method (GS) was employed. The oat
grain inoculation method in detached leaves, led to the highest leaf infection index, and
the environmental condition which allowed the highest degree of leaf infection was in the
soil under 23°C. FT-Estrela cultivar had 90.2% of their seedlings dead whereas for the
CAC-1 cultivar that value was of 46.9% (method GS). Cultivars reaction could not be

evaluated by means of the detached leaf method.

Keywords: sudden death syndrome (SDS), methodologies of artificial inoculation,

Fusarium solani f. sp. glycines, detached leaf, Glycine max (L.) Merrill



CAPITULO 1. CONSIDERAGOES GERAIS

1.1. Introdugao

Cultivares de soja foram desenvolvidas para diferentes latitudes e os mais
variados tipos de solo e condi¢des climaticas, porém, a exploragdo econdmica do seu
potencial produtivo, que permite rendimentos superiores a 4.000 kg/ha, dificiimente é
alcangada pelos agricultores (FRONZA, 2003).

Entre os principais fatores limitantes a obtencao de elevados rendimentos, esta a
ocorréncia de doencas. Cerca de 40 doencas da soja ja foram identificadas no Brasil,
abrangendo aquelas provocadas por fungos, bactérias, virus e nematdides. A expansao
de areas irrigadas no cerrado tem possibilitado o cultivo da soja no outono/inverno para
a producdao de sementes, favorecendo a sobrevivéncia de fitopatdégenos, como os
nematoides de galhas (Meloidogyne sp.), o nematodide de cisto (Heterodera glycines) e
os fungos causadores da antracnose (Colletotrichum truncatum), do cancro da haste
(Diaphorte phaseolorum f.sp. meridionalis), da podriddo de Sclerotinia (Sclerotinia
sclerotiorum) e da podridao vermelha da raiz (PVR), causada por Fusarium solani f.sp.
glycines (EMBRAPA, 2003).

Uma doenga que atualmente tem merecido atencdo dos fitopatologistas e
melhoristas é a podriddo vermelha da raiz (PVR), também conhecida por sindrome da
morte subita (SMS), por causar severas perdas na produc¢do de soja nas Américas do
Norte e do Sul. Observada pela primeira vez no Brasil na safra 1981/82 em Sao
Gotardo - MG (YORINORI et al., 1993), tem apresentado crescente aumento em area e
severidade desde sua constatagdo. Segundo estimativa de YORINORI (2000a) mais de
2 milhées de hectares foram infectados na safra 1999/2000, sendo o uso de cultivares
resistentes a melhor expectativa de controle da PVR e de convivéncia com o patdégeno
causador da doencga. Pela provavel natureza poligénica do controle da resisténcia e
pela grande influéncia do ambiente na intensidade de manifestagdo dos sintomas,

aliados ao fato da inexisténcia de um método de controle quimico ou cultural eficiente, a



PVR tornou-se, sem duvida, uma grande preocupagao para os sojicultores, técnicos e
pesquisadores nas regides onde sua ocorréncia foi constatada (FRONZA, 2003).

1.2. Distribuicdao geografica e importancia econémica da podriddao vermelha da
raiz da soja (PVR)

A podriddo vermelha da raiz (PVR), € uma doenca relativamente nova, tendo
sido observada pela primeira vez em Arkansas em 1971, por H. J. Walters. Parecia
estar limitada ao Arkansas, até que foi constatada em varias provincias do Mississipi,
Missouri, Kentucky e Tenesse em 1984 (RUPE et al.,1989; YANG & RIZVI, 1994; ROY
et al., 1997). Esta doenga tem sido relatada nas maiores regides produtoras de soja
desde a América do Norte até a América do Sul (NAKAJIMA et al., 1993; RUPE et al.,
2001). Por volta de 1986, a PVR foi encontrada em lllinois (EATHINGTON et al., 1993)
e Indiana, e sua atual distribuicdo nos E.U.A agora também inclui Alabama, Georgia,
lowa, Kansas, Ohio e Wisconsin (ROY et al., 1989; ROY et al., 1991; ROY et al., 1997,
RUPE, 1989; RUPE et al.; 1989; JARDINE & RUPE, 1993; YANG & RIZVI, 1994).

Até meados da década de 90, além dos Estados Unidos, a PVR s6 era
encontrada na Argentina (ROY et al., 1997) e no Brasil (NAKAJIMA et al., 1993),
causando prejuizos consideraveis aos sojicultores. Posteriormente, foi identificada
também no Canada (ANDERSON et. al, 1998) e, na safra de outono/inverno de 2001,
foi constatada pela primeira vez na Bolivia (YORINORI, 2002).

As perdas de produgao decorrentes da sindrome da morte subita dependem
especialmente do estadio de desenvolvimento da planta por ocasido da infecgao, da
reacdo da cultivar, e das condicdes ambiente. Nos E.U.A, perdas de até 80% em
campos individuais tém sido atribuidas a esta doencga, mas perdas em torno de 5 a 15%
sdao mais comuns (RUPE et al., 1989; HERSHMAN et al, 1990). Em 1994, na Argentina,
a SMS causou perdas estimadas em até 90% em campos individuais e uma perda de
134.000 toneladas (WRATHER et al., 1997), equivalendo a, aproximadamente US$ 30

milhdes. Em 1996, plantas com sintomas da SMS, foram observadas em seis campos



de municipios do Canada, e embora as perdas de produgdo tenham sido dificeis de
avaliar devido a distribuicdo espalhada das plantas doentes, observaram-se poucas
vagens mal granadas. Embora as perdas de produgédo sejam atualmente baixas é
evidente que F. solani f. sp. glycines distribui-se amplamente no sudoeste de
Ontario/Canada e a doencga esta aumentando rapidamente, concluiram, ainda na
década de 1990, ANDERSON et al. (1998).

No Brasil, durante muitos anos a SMS ficou restrita as lavouras da regido de Sao
Gotardo, onde foi inicialmente constatada. A partir do final da década de 1980, passou a
chamar a atengdo em diversas lavouras do Sul do Parana, Rio Grande do Sul
(Chapadao do Sul) e Goias (Chapadéao do Céu) (YORINORI, 2000a; EMBRAPA, 2001).
Perdas decorrentes da SMS aumentaram consideravelmente no Brasil entre 1991 e
1994, chegando a atingir até 40%. Na safra 1994/95, as perdas provocadas pela
doenca no Brasil foram estimadas em 15.000 t, equivalendo a US$ 3,2 milhdes
(WRATHER et al.,, 1997; YORINORI, 1997b). Em levantamentos feitos em diversas
propriedades e areas experimentais na safra 1996/97, a incidéncia da PVR, avaliada
pela porcentagem de plantas mortas ou com raizes atacadas, alcangou niveis de até
100%, com as perdas variando de insignificantes a mais de 30% (YORINORI &
HIROMOTO, 1998). Segundo GASPERI (2000), comparando-se parcelas experimentais
de plantas sintomaticas com assintomaticas, em quatro lavouras comerciais, as perdas
de rendimentos dos graos variaram de 29 a 51%, enquanto o peso de mil sementes
sofreu redugdes de 6 a 19%. Em levantamento feito na safra 1999/2000, estimaram-se
perdas de US$ 52,9 milhdes em uma area afetada de mais de dois milhdes de hectares
em 99 municipios brasileiros (YORINORI, 2000b; YORINORI, 2002). Pela dificuldade de
controle, o autor comentou que, atualmente, a PVR é a doenga mais preocupante na
cultura da soja no Brasil, colocando-a até mesmo a frente da ferrugem asiatica da soja
(Phakopsora pachyrhizi), considerada a doenca mais temida em termos mundiais e,
cuja ocorréncia, foi constatada no Brasil na safra 2000/01.

Atualmente, a PVR é encontrada desde o Rio Grande do Sul até o Maranhao,
sendo o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,

Goias e Minas Gerais os estados mais afetados (EMBRAPA, 2001). A doenca é mais



severa na regiao sul e no cerrado, acima de 700m de altitude. Além da soja, lavouras
de feijao, irrigadas com pivd central em Patos de Minas e Coromandel (MG) e em
Luziania (GO), ja foram seriamente afetadas pela PVR (EMBRAPA, 1996). Em Monte
Carmelo (MG), foram observadas lavouras com até 100% de plantas infectadas, com
reducao no rendimento da ordem de 64%.

Dependendo da época de difusdo e da severidade de ataque, a PVR pode
causar perda pequena ou total da producéo, resultante da queda prematura de flores e
vagens, seca de vagens e redugao do tamanho das sementes (RUPE et al., 1989;
STEPHENS et al., 1993c).

No futuro, o controle da PVR devera ser conseguido através do uso de cultivares
resistentes e em conjunto com praticas de manejo (YORINORI, 1997b). Hoje ha poucos
gendtipos de soja adaptados a regidao do cerrado com resisténcia a podridao vermelha
da raiz. A identificacdo de outros gendtipos tolerantes certamente trara grande

contribuigdo, visto que podera minimizar os prejuizos causados aos produtores.

1.3. Etiologia, epidemiologia e sintomatologia

O género Fusarium possui uma taxonomia complexa dividida em segbes, forma
specialis e racas. Dentro de um alto nivel de especializagdo, forma specialis é
associada a patogenicidade de apenas uma espécie hospedeira (especializagéo inter-
especifica) (SNYDER & HANSEN, 1940). Esta complexidade € o principal obstaculo
para a sua identificagdo. Este patdgeno tem sido amplamente relatado no Brasil como
agente causal de doencgas radiculares no feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) e na
soja (Glycine max (L) Merrill) (KIMATI et al., 1997).

A podridao vermelha da raiz (PVR) era tradicionalmente associada ao fungo
Fusarium solani f.sp. glycines, mas, recentemente, foi determinado que, na América do
Sul, essa doenga ¢é causada pela espécie F. tucumaniae sp. nov., que €
filogeneticamente e morfologicamente diferente de F. virguliforme sp. nov., causador da
doenca na América do Norte (AOKI et al., 2003; ARRUDA et al., 2005). A partir das



publicacdes de 2006 a EMBRAPA apresenta Fusarium tucumaniae como agente causal
da podridao vermelha da raiz (PVR) (EMBRAPA, 2006).

Segundo AOKI et al. (2005), a PVR na América do Sul é causada por quatro
especies de Fusarium: Fusarium brasiliense sp. nov., F. cuneirostrum sp. nov., F.
tucumaniae e F. virguliforme. Sendo que no Brasil, recentemente, além do F.
tucumaniae, duas novas espécies foram formalmente descritas como causando PVR
em soja, F. brasiliense e F. cuneirostrum. Além disso, AOKI et al. (2005), revelam que a
morfologia de conidios permite identificar as quatro espécies de Fusarium.

Fusarium virguliforme sp. nov, formalmente conhecido como F. solani f. sp.
glycines, é descrito e ilustrado como agente causal da PVR na América do Norte, e F.
tucumaniae sp. nov. é apresentado como agente causal da PVR na América do Sul. Os
resultados de estudos moleculares evidenciaram ser possivel a alteragdo de
nomenclatura em que se utiliza formae specialis.

AOKI et al. (2003), descrevem as caracteristicas morfolégicas de conidios e
conidioforos que distinguem F. tucumaniae de outras espécies dentro do complexo de
F. solani, tais como F. virguliforme e F. phaseoli.

Diante das alteracdes efetuadas recentemente na classificagcado de Fusarium e na
descricdo de novas espécies relacionadas a PVR, nos proximos paragrafos, sera
mantida a nomenclatura utilizada pelos autores dos trabalhos apresentados.

F. solani f. sp. glycines cresce vagarosamente em meio de batata-dextrose-
agar (BDA), produzindo uma massa azulada de micélio, com grande quantidade de
macroconidios (30-65 x 6-8 um) com 3 a 5 septos e pouca ou nenhuma presenga de
microconidios (RUPE et al., 1989). Como exemplo, tém-se que colbnias em meio de
BDA aumentaram 24mm apods 7 dias a 25°C (ROY, 1997a).

A existéncia de diferentes ragas do patégeno causador da PVR tem sido motivo
de intensa especulagdo, porém, ainda ndo ha evidéncias convincentes da sua
ocorréncia. ACHENBACH et al. (1996), utilizando marcadores RAPD, encontraram
100% de similaridade genética entre 22 isolados causadores da PVR procedentes de
varias regides dos Estados Unidos. Da mesma forma, ACHENBACH et al. (1997)

concluiram que os isolados causadores da PVR coletados nos Estados Unidos



compreendiam uma populagdo quase clonal, com nivel extremamente baixo de
variagdo genética entre os individuos. No Brasil, COSTA & YORINORI (1996)
observaram variagbes morfolégicas e de esporulacéo entre diferentes isolados, mas
testes de inoculagdo ndo demonstraram diferencas na patogenicidade entre as formas
variantes. Por outro lado, tem sido constatada variagdo na agressividade entre
diferentes isolados (MELGAR & ROY, 1994; GRAY & ACHENBACH, 1996; HUANG &
HARTMAN, 1998; GASPERI, 2000; SCANDIANI et al., 2002). Desta forma, torna-se
importante a definicdo adequada do isolado a ser utilizado em inoculagbes artificiais
para avaliar a reagao de cultivares de soja a PVR.

Os conidios de F. solani f. sp. glycines sao disseminados pela agua, e
sobrevivem por pouco tempo no solo. Os conidios no solo sdo convertidos em
clamidosporos em poucos dias (Park 1956 citado por MEYERS & COOK, 1972).

Estruturas de resisténcia na forma de clamidosporos, localizadas no solo ou em
restos culturais, constituem o indculo primario da doencga (ROY et al., 1997). O modo de
penetracdo do fungo nas raizes ainda nao foi bem esclarecido mas, provavelmente,
seja de forma direta, isto €, a penetragdo ocorreria durante a germinagdo de
clamidosporos ou de macroconidios que entram em contato com o sistema radicular
das plantas (FRONZA, 2003). Nas raizes, o sintoma primario de infec¢cao da doenca é
uma mancha avermelhada, mais visivel na raiz principal, geralmente localizada um a
dois centimetros abaixo do nivel do solo. Essa mancha se expande, circunda a raiz e
passa da coloragdo vermelho-arroxeada para castanho-avermelhada a quase negra
(YORINORI et al., 1993). Essa necrose acentuada localiza-se mais no tecido cortical,
enquanto que o lenho da raiz adquire coloragdo no maximo, castanho-clara, que se
estende pelo tecido lenhoso da haste atingindo varios centimetros acima do nivel do
solo. Sob condigbes de alta umidade, forma-se um anel vermelho na base da haste,
frequentemente, com uma cobertura de coloragao bege, constituida de conidios do
fungo. Nessa fase, observa-se, na parte aérea, o amarelecimento prematuro das folhas
e, com maior frequéncia, uma acentuada necrose entre as nervuras das folhas,
resultando no sintoma conhecido como “folha carijo”. As raizes secundarias degradam-

se rapidamente, ficando apenas a raiz principal. Sob condi¢cées de solo umido o cértex



da raiz principal destaca-se com facilidade, expondo seu lenho de cor clara (ALMEIDA
et al., 1997; EMBRAPA, 2001; DOENCAS da Soja, 2004). Tanto as raizes de cultivares
suscetiveis quanto aquelas de cultivares resistentes sio infectadas pelo patégeno,
porém, a taxa de infeccdo e o desenvolvimento dos sintomas foram menores nos
genotipos resistentes (NJITI et al., 1997a). No final do ciclo de plantas severamente
infectadas, é possivel se observar uma massa de macroconidios azuis a verde-
azulados nas raizes, proximo a superficie do solo, principalmente nos periodos com
elevado teor de umidade (ROY et al., 1997).

Os sintomas foliares a campo geralmente se desenvolvem durante ou logo apés
o florescimento. Nas folhas observam-se manchas circulares a irregulares, espalhadas,
internervalmente, de cor verde-palidas, com uns poucos milimetros ou mais em
diametro, que produzem um aspecto mosqueado. As manchas podem aumentar, e
tornarem-se necrosadas, coalescerem, e formarem regides alongadas de clorose
internerval; podendo também ocorrer completo desfolhamento quando a doenga for
severa. Além disso, infec¢cdo severa durante o florescimento e formacéo de vagens,
geralmente resulta no aborto das flores e das vagens (HIRREL,1983; RUPE, 1989;
RUPE et al., 1989; ROY et al., 1991). A altura das plantas parece nao ser afetada pela
SMS (HERSHMAN et al., 1990; MELGAR et al., 1994). Entretanto, reducbes da altura
ocorreram (MCLEAN & LAWRENCE, 1993) em plantas inoculadas artificialmente em
casa de vegetagdo (ROY et al.,, 1989; RUPE, 1989). As perdas em termos de
rendimento de graos, basicamente, sdo devidas a redugdo no numero de vagens com
sementes e no peso das sementes (NJITI et al., 1998; GASPERI, 2000).

Condigdes de alta umidade do solo (cerca de -0,003 a -0,01MPa) e temperaturas
amenas foram favoraveis ao desenvolvimento da doencga, sendo que temperaturas em
torno de 15°C favoreceram o desenvolvimento dos sintomas nas raizes e, entre 22 a
24°C, na parte aérea (SCHERM & YANG, 1996). Assim, areas irrigadas ou com maior
altitude parecem ser mais sujeitas a incidéncia da doenga (FRONZA, 2003). O efeito da
temperatura também é importante para a germinagdo dos macroconidios, que nao
ocorre a 4°C e é maior a 25°C do que a 20 ou 30°C (LI et al., 1998). Embora varios

fatores quimicos e fisicos do solo estejam associados com a incidéncia da PVR,



frequentemente, tem-se observado que a doenca é mais severa nas areas mais
produtivas (RUPE, 1999).

1.4. Métodos para identificagao da reagao de cultivares de soja a PVR

Por ser causada por um fungo de solo e pela expressdo dos sintomas ser
influenciada pelas condicdes edaficas e climaticas, muitos pesquisadores tém avaliado
a reacao de gendtipos a PVR no préprio campo, instalando experimentos em diversos
locais. Outros, porém, tém utilizado diversas metodologias de inoculagao artificial e
avaliacdo dos sintomas em ambientes controlados. No entanto, uma metodologia
precisa e segura ainda nao foi desenvolvida, havendo controvérsias na indicagdo do
meétodo mais adequado para avaliagdo em programas de melhoramento visando
desenvolver cultivares mais resistentes a PVR (FRONZA, 2003).

Em casa de vegetagao ou camaras de crescimento, a principal diferenca entre os
métodos de avaliacdo é a forma de se proceder a inoculacdo artificial, sendo os
meétodos encontrados na literatura os seguintes:

a) Graos de aveia colonizados (LIM, 1991; STEPHENS et al., 1993a; 1993b e 1993c;
MELGAR & ROY, 1994; TORTO et al., 1996; NELSON et al., 1997);

b) Gréaos de sorgo colonizados (RINGLER & NICKELL, 1996; HARTMAN et al., 1997;
HUANG & HARTMAN, 1998; BALARDIN & RUBIN, 1999);

¢) Micélio em palito de dente (MELGAR & ROY, 1994; COSTA & YORINORI, 1995a e
1995b; LEAO et al., 1998; KLINGELFUSS et al., 2001a e 2001b; KLINGELFUSS et al.,
2002);

d) Suspensdo de micélio/conidios (COSTA & YORINORI, 1995a; HEAVNER et al.,
1996);

e) Farinha de milho (fuba) e areia (KILLEBREW et al., 1988; ROY et al., 1989; MCLEAN
& LAWRENCE, 1993; TORTO et al., 1996; NJITI et al., 1997a e 1997b);

f) Imersao das raizes em suspenséao de conidios (COSTA & YORINORI, 1995a).



O uso de graos de sorgo colonizados para se proceder a inoculagdo durante a
semeadura tem reduzido a variabilidade dos resultados, tornando possivel a realizagao
de analises de rotina em casa de vegetagao, porém, € imprescindivel que as sementes
de soja néo figuem em contato direto com o indculo, porque a podriddao radicular
excessiva impede o crescimento suficiente das plantas para permitir o desenvolvimento
de sintomas foliares tipicos da PVR (RUPE, 1999). Desta forma, este € o método que
se apresenta como o mais promissor para a avaliagdo de gendtipos, utilizando-se
inoculagao artificial. Este método € uma modificagdo daquele que utiliza gréaos de aveia
(LIM, 1991), procedendo-se a inoculagao das plantulas aos 20 dias apds a semeadura
(estadio V2), com dois grdaos de sorgo/plantula, colocados cerca de 2 cm abaixo da
superficie do solo, proximo da raiz principal, com o auxilio de uma faca (para abrir uma
fenda no solo) ou de uma colher (para escavar o solo), tomando-se o cuidado para nado
atingir as raizes e de cobrir os graos de sorgo com o solo (RINGLER & NICKELL,
1996). HARTMAN et al. (1997) e HUANG & HARTMAN (1998) também apresentaram
detalhes desta metodologia, s6 que procederam a inoculagdo durante a semeadura,
realizada em bandejas (8x12 cm), colocando 5 cm® de gréos de sorgo colonizados com
o patégeno em 12 cm de sulco (com 2 cm de profundidade e espagcamento entre sulcos
de 3 cm), e apds adicionaram 800 cm? de solo. Em vez de colocar o inéculo em sulcos,
BALARDIN & RUBIN (1999) utilizaram seis graos de sorgo para cada semente de soja
ou cova, colocando-as 2 cm abaixo das sementes no momento da semeadura.
Posteriormente FRONZA (2003) utilizou apenas trés grdos de sorgo por cova, mas
sugeriu que fossem utilizados cinco graos, para garantir quantidade suficiente de
inoculo e que as raizes entrem em contato com o patdégeno.

Estudos em casa de vegetacdo e de campo, tém demonstrado diferencas de
reacao entre cultivares, porém, testes mais rigorosos de campo tém sido dificultados
pelas variagdes climaticas de cada safra (YORINORI, 2000b). O uso de cultivares
resistentes e medidas para evitar a compactagao do solo que predispde as plantas ao
estresse hidrico e ao encharcamento do solo também podem controlar a PVR
(ALMEIDA et al., 1997).
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Trabalhos de avaliagdo da reagdo de gendtipos de soja foram conduzidos por
alguns pesquisadores brasileiros (YORINORI & NOMURA, 1994; COSTA & YORINORI,
1995b). Esses trabalhos foram realizados com inoculagéo de plantas pelo método palito
de dente, sendo a avaliacdo da reacao efetuada através da severidade dos sintomas
foliares ou do comprimento de lesdo no caule. Apesar da avaliacdo da reacdo de
cultivares segundo os sintomas foliares ser rapida e relativamente eficiente, alguns
autores relataram falta de correlagédo entre sintomas nas raizes e na parte aérea (GRAY
& ACHENBACH,1996; SCHERM & YANG, 1996; HARTMAN et al., 1997). Existem
alguns relatos sobre a reagao de cultivares de soja a F. solani f. sp. glycines, porém sao
informagdes, que muitas vezes mostram o comportamento instavel de determinadas
cultivares quanto a PVR (RUPE et al., 1991; NJITI et al., 1996; GASPERI et al., 2003).
A presencga de interagao gendtipos x ambientes significativa também foi constatada por
RUPE & GBUR (1995) e NJITl et al. (1996 e 1997a).

No Brasil, inoculagbes artificiais e/ou observagdes a campo apresentaram as
seguintes cultivares como mais tolerantes a PVR (SMS): BR-4, BR-6 (Nova Bragg), BR-
9 (Savana), CAC-1, EMBRAPA-1 (IAS 5-RC), EMBRAPA-9 (Bays), EMGOPA-315 (Rio
Vermelho), FT-5 (Formosa), FT-7 (Taroba), FT-9 (Inaé), FT-10 (Princesa), FT-14
(Piracema), FT-20 (Jau), FT-Cometa, FT-Guaira, FT-Jatoba, IAC-13, IAC-15, KI-S 601,
KI-S 602 RCH, MG/BR-46 (Conquista), MT/BR-49 (Pioneira) e OCEPAR-4 (lguagu).
Entretanto, as reagdes dessas cultivares necessitam ser reavaliadas sob condi¢des
otimas para ocorréncia da doenga (EMBRAPA, 2001). A cultivar IAC-4 foi considerada
altamente resistente em avaliagdes a campo (YORINORI et al., 1993).

Comparando-se a reacgao de cinco cultivares (FT-104, FT-Cristalina RCH, FT-
Estrela, EMGOPA 315 e CAC-1) pelo método do palito de dente, LEAO et al. (1998)
verificaram que CAC-1 e FT-104 foram as mais resistentes a PVR, enquanto que FT-
Estrela e FT-Cristalina foram as mais suscetiveis, e EMGOPA 315 apresentou reagao
intermediaria.

KLINGELFUSS et al. (2001a), efetuando a inoculagdo pelo método do palito de
dente, compararam cinco cultivares (Ripley, Canario, BRS Milena, Paiaguas e
Conquista) e duas PI's (520.733 e 567.374), todas tidas como resistentes a PVR, com a
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cultivar suscetivel FT-Estrela, e concluiram que as Pl's 520.733 e 567.374 e as
cultivares Conquista e Canario foram as mais resistentes, sendo indicadas para
utilizacdo em cruzamentos visando resisténcia a PVR, enquanto a cultivar Estrela
demonstrou ser um bom padrao de suscetibilidade.

Avaliando métodos de inoculacdo para quantificacdo de resisténcia em soja a
Fusarium solani f. sp. glycines, em casa de vegetacdo, KLINGELFUSS et al. (2007)
apresentaram que as inoculagdes com grdos de sorgo e milho colonizados pelo
patégeno foram mais eficientes em causar a doenga; e que a cultivar FT-Estrela
apresentou reagao de suscetibilidade, confirmando seu uso como padrao suscetivel.

Em trés experimentos conduzidos no campo num mesmo local, envolvendo 91
gendtipos, principalmente novas linhagens, FARIAS NETO et al. (2001) observaram
que as cultivares EMGOPA 302, EMGOPA 316, Milena e Conquista se destacaram pela
sua resisténcia, havendo também linhagens superiores que poderiam servir como
fontes de resisténcia a PVR.

Utilizando dois métodos de inoculagao (palito de dente e suspenséo de micélio +
esporos), em experimentos diferentes, YORINORI & NOMURA (1994) avaliaram 177
cultivares brasileiras, encontrando como resistentes as cultivares BR-27 (Cariri), FT-5
(Formosa), FT-15, FT-Jatoba e Paranagoiana e, como moderadamente resistentes, as
cultivares BR-4, CAC-1, FT-8 (Araucaria), IAC-2, IAC-4, MT/BR-45 (Paiaguas),
OCEPAR-4 (Iguagu), OCEPAR-9 (SS-1) e UFV-9 (Sucupira).

GASPERI (2000) comparou os métodos do palito de dente e dos grdos de sorgo,
avaliando os sintomas na parte aérea e no sistema radicular, respectivamente, e
observou variagao entre os dois métodos na reacédo das 30 cultivares testadas: BRS
137, BRS 138 e EMBRAPA 66 foram as mais resistentes no teste do palito, enquanto
que no método dos gréos de sorgo, IAS 5 e BRS 137 foram as mais resistentes. O autor
também concluiu que ndo houve correlagado entre a expressao dos sintomas na parte
aérea e nas raizes, demonstrando que os mecanismos de resisténcia envolvidos,
possivelmente, sejam diferentes.

A exemplo de outras doencgas do sistema radicular, ainda n&o estao disponiveis

formas eficientes de controle da PVR. Entre as possiveis taticas de controle da doenca
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pesquisadas atualmente, a selecdo de cultivares resistentes € apontada como a mais
promissora (RUPE et al., 1991). Além disso, € importante salientar que ainda nao foi
encontrado gendtipo imune ao ataque do patégeno causador da PVR, entdo, mesmo
cultivares consideradas resistentes irdao apresentar algum sintoma da doenga, pelo
menos nas raizes. Assim, € fundamental que se inclua nos programas de

melhoramento genético, a selegcdo de gendtipos resistentes a essa doenca.

1.5. O método da folha destacada

A cultura da folha destacada, definida como a manutencédo de folhas vivas por
um certo periodo apos ter sido destacada da planta mae (YARWOOD, 1946; TUITE,
1969) é uma técnica que apresenta vantagens quanto a economia de espacgo, de
material vegetal e de indculo; facilidade de controle e manipulagdo de fatores
ambientais; reducido na contaminagao; uniformidade experimental; facilidade e exatidao
nas observagdes, uma vez que, se pode examinar o material sob microscopio sem
prejudicar a cultura; eliminagao quanto a necessidade de luz quando o cultivo é feito em
solucdo de sacarose; crescimento exuberante de alguns parasitas obrigatérios como
ferrugem e oidios (YARWOOD, 1946; HOOKER & YARWOOD, 1966; TUITE, 1969;
HENESSY & SACKSTON, 1970; MIGNUCCI, 1978). Esta técnica foi inicialmente
utilizada em estudos de fisiologia vegetal, como absorgdo de agua, transpiracéo,
respiracdo e fotossintese. Apds alguns anos de sua descoberta, os fitopatologistas
comecaram a utiliza-la para testes de inoculagao e estudos de fisiologia de parasitismo
(YARWOOD, 1946), sendo desenvolvida ao longo do tempo, através de diferentes
métodos. Todos os métodos desenvolvidos possuem uma caracteristica em comum, a
simplicidade. Um dos métodos mais simples consiste em acondicionar as folhas em
placas de Petri contendo uma camada de algodao recoberta com papel de filtro
umedecido (MIGNUCCI, 1978; CENTURION & KIMATI, 1994; CENTURION et al.,
1994).
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Por ser simples e apresentar inumeras vantagens, a técnica da folha destacada é
empregada principalmente para estudos do desenvolvimento de parasitas obrigatorios
como Puccinia graminis f. sp. tritici e Microsphaera diffusa (BRODWER, 1964;
MIGNUCCI, 1978); para estudos das relagcdes patdogeno-hospedeiro, especialmente nos
casos de ferrugens (HOOKER & YARWOOD,1966; HENESSY & SACKSTON, 1970;
LUMBROSO et al., 1977); para a selegdo de microrganismos antagbnicos a ferrugem
do feijoeiro (CENTURION & KIMATI, 1994, CENTURION et al., 1994); e para a
determinacao da resisténcia de diferentes gendtipos nas combinagdes trigo/Puccinia
graminis f. sp. tritici, alfafa/Phoma herbarum var. medicaginis , amendoim/Puccinia
arachidis (WARD, 1959; WILCOXSON et al., 1974; MORAES & SAVY FILHO, 1983),
soja/M. diffusa (CENTURION et al., 2000; CENTURION et al., 2001). Mais
recentemente, FRANCO (2004) testou a viabilidade da técnica da folha destacada para
determinacao da reagdo de gendtipos de soja a SMS, e obteve resultados que
evidenciaram que F. solani f. sp. glycines infecta a folha destacada enraizada inoculada
pelo método do palito de dente, provocando morte do peciolo e amarelecimento gradual
da folha a partir da base. Entretanto, o0 método do palito de dente nem sempre permitiu
a caracterizagao de cultivares resistentes. O autor concluiu que o emprego da técnica
da folha destacada podera ser promissor nos estudos de determinagado de reagdes de

gendtipos de soja a F. solani f. sp. glycines com ajustes de metodologia.
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CAPITULO 2. AVALIAGAO DO DESENVOLVIMENTO DE F. tucumaniae EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

RESUMO - O presente trabalho objetivou avaliar a esporulagéo de F. tucumaniae em
meios de cultura de grdos de sorgo e graos de aveia, incubados em diferentes
luminosidades. Utilizaram-se erlenmeyers de 250 mL, onde foram colocados 100 cm?®
de gréos de sorgo ou de graos de aveia, previamente embebidos em agua por cerca de
12 horas, sendo a agua restante eliminada apds esse periodo. Os erlenmeyers foram
autoclavados por duas vezes, durante 20 minutos a 120°C, com intervalo de 24 horas.
Apos o resfriamento, para cada erlenmeyer foram transferidos 15 discos, de 5 mm de
didmetro, de coldnias do fungo em BDA. Em seguida, foram adicionados 10 mL de agua
destilada esterelizada. Os erlenmeyers foram incubados em camara de germinagéo a
24°C, no claro e no escuro e, agitados periodicamente. Realizaram-se 10 repeticoes,
sendo cinco utilizadas na 12 avaliagdo (15 dias apds a repicagem) e cinco na 22
avaliacdo (30 dias ap6s a repicagem). Para isto, prepararam-se suspensdes de
conidios para contagem em hemocitdbmetro. Os resultados aos 15 dias evidenciaram
maior esporulacdo do fungo em graos de sorgo, nao havendo diferengas significativas
entre as luminosidades. Aos 30 dias, graos de sorgo no claro promoveram esporulagao

superior aos demais tratamentos.

Palavras-Chave: esporulagao, Fusarium solani f. sp. glycines, meios de cultura
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INTRODUGAO

Para estudar a taxonomia das espécies de Fusarium torna-se necessario a
adocao de procedimentos basicos apropriados que incluem o uso de meios de cultura e
condigdes de cultivo especificos, devendo ser observado a forma dos macroconidios,
forma e modo de produgao dos microconidios e formagao de clamidésporos (presenca
ou auséncia) (Burgess et al., 1994; Nelson et al., 1983 citados por VENTURA, 1999).

A pigmentacdo e morfologia da colénia de F. solani f. sp. glycines sao as
mesmas nos meios BDA (batata-dextrose-agar) e BDASA (batata-dextrose-agar com
estreptomicina e aureomicina) (ROY, 1997a; ROY, 1997b). A pigmentacao azul que se
associou ao agente causal da SMS (ROY et al., 1989; ROY et al., 1997; ROY, 1997a) é
invariavelmente produzida por culturas jovens do F. solani f. sp. glycines. No entanto, as
colénias exibem consideraveis variagdes na pigmentacao superficial devido a grande
quantidade de esporulagdo. Massas pequenas de macroconidios azuis a verde
azulados sao produzidos em esporodoéquios distintos e espalhados. Quando
observados microscopicamente (x 100), os conidios variam de azul avermelhados a
azul escuros. Isolados com graus variaveis de esporulagcdo formam colénias com
variavel pigmentacdo azul. Em alguns isolados esporulados profusamente, as massas
conidiais verde azuladas ocupam quase toda a superficie da colénia, exceto na
extremidade branco acinzentada de hifas ndo esporuladas. A massa conidial radiante
para fora do centro da colonia é geralmente continua, mas pequenos grupos
espalhados de esporoddéquios as vezes aparecem. Massas conidiais coloridas,
pequenas e espalhadas, as vezes ocorrem na parte central mais velha da colénia.
Massas de esporo violeta, roxa e azul escura tendem a se formar e tornarem-se
misturadas com as massas de esporo azul a verde azulada a medida que as coldnias
envelhecem. As massas de esporos violeta ou roxa as vezes ocorrem como setores
radiantes do centro da colbnia, particularmente com subculturas frequentes (ROY et al.,
1997).

F. solani f. sp. glycines raramente produz microconidios (ROY et al., 1989; ROY

et al.,, 1997; RUPE, 1989). Forma o macroconidio em conidiéforos simples ou
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ramificados (ROY et al.,, 1989; ROY et al, 1997). Os macroconidios sao
predominantemente divididos em trés septos, mas conidios de quatro septos sao
NUMErosos € 0s esporos com cinco ou mais septos ocorrem (ROY et al., 1989; ROY et
al., 1997; RUPE, 1989). Um ou mais clamidésporos podem ser formados no
macroconidio individual ou podem ser formados em pares ou unidades, tanto na parte
terminal quanto intercaladamente na hifa (MELGAR et al., 1994; ROY et al., 1989; ROY
et al., 1997).

O papel do clamiddsporo no ciclo de vida do Fusarium solani (Mart.) Appel & Wr.
e outras espécies de Fusarium esta bem estabelecido. Os conidios sdo disseminados
pela agua espalhada da planta na superficie do solo, mas sdo de pequeno valor de
sobrevivéncia no solo. Os conidios no solo sdo convertidos em clamidésporos em
poucos dias. Os fatores responsaveis pela conversao dos conidios em clamidosporos
sao pouco conhecidos (Park 1956 citado por MEYERS & COOK, 1972).

Fusarium solani f. sp. glycines cresce vagarosamente em meio de batata-
dextrose-agar (BDA), como exemplo, temos que colénias em meio de BDA aumentaram
24mm apds 7dias a 25°C, a temperatura 6tima para o crescimento do patégeno neste
meio (ROY, 1997a).

Diante das alteragdes de nomenclatura de Fusarium solani f. sp. glycines para
Fusarium tucumaniae, foi efetuada nova descricdo morfolégica do fungo que
atualmente, no Brasil, é relacionado a PVR (AOKI et al., 2003).

Como as primeiras tentativas de cultivo do patégeno evidenciaram alta exigéncia
e alta variabilidade, foi instalado um ensaio com objetivo de verificar o efeito de dois
meios de cultura (graos de sorgo e graos de aveia) incubados em camara de

germinagao a 24°C, no claro e no escuro, sobre a esporulagédo do fungo.

MATERIAL E METODOS

1. Obtengdo e manutengéao do inéculo
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O isolado de Fusarium tucumaniae é procedente do Departamento de Genética e
Melhoramento de Plantas, ESALQ/USP/Piracicaba. O isolado foi identificado como SDS
— 5, e é considerado o mais patogénico ja coletado no Brasil pela equipe da Embrapa
Soja (FRONZA, 2003).

O isolado foi mantido através de transferéncias sucessivas para tubos de ensaio
e placas de Petri contendo meio de BDA (1L agua destilada, 200 g/L de batata, 20 g de
dextrose e 20 g 4gar), e foram incubados em camaras de germinagéao, a temperatura de

22°C * 2°C, e/ou geladeira, a cerca de 5°C.
2. Avaliacao do desenvolvimento de F. tucumaniae em diferentes meios de cultura

Discos de colbnias de F. tucumaniae em BDA foram transferidos para meios de
graos de sorgo e de graos de aveia. Este procedimento foi semelhante ao proposto por
LIM (1991), que utilizou gréaos de aveia, seguindo-se as modificagdes efetuadas por
HARTMAN et al. (1997) e BALARDIN & RUBIN (1999), que utilizaram graos de sorgo.
Foram utilizados erlenmeyers de 250 mL, onde foram colocados cerca de 100 cm® de
graos de sorgo ou graos de aveia previamente embebidos em agua. A embebicao foi
efetuada por 12 horas. No dia seguinte, a agua restante foi eliminada e os frascos
contendo as sementes previamente embebidas foram autoclavados duas vezes,
durante 20 minutos a 120°C, com intervalo de 24 horas. Apds o resfriamento, para cada
erlenmeyer foram transferidos 15 discos, de 5 mm de didmetro, de colbénias do fungo
em BDA. Em seguida, foram adicionados 10 mL de agua destilada estéril com auxilio de
uma seringa de vidro previamente autoclavada, para promover melhor espalhamento
dos esporos e micélio, e o umedecimento dos graos de sorgo e de aveia. Para
promover o crescimento uniforme do micélio do fungo em torno dos graos de sorgo e de
aveia, e para manter os graos soltos, os frascos foram agitados periodicamente. Os
frascos foram incubados em camara de germinagao a 24°C, no claro e no escuro.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo testados
quatro tratamentos (gréos de aveia mantidos no claro e no escuro, e graos de sorgo

mantidos no claro e no escuro, ambos incubados a 24°C) com 10 repeti¢des.
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Realizaram-se avaliagbes aos 15 e 30 dias, sendo utilizadas cinco repeticdes na
12 avaliagdo e cinco na 22 avaliagdo. Para isto foram adicionados 100 mL de agua
destilada aos erlenmeyers, com posterior agitacdo manual. A suspenséao resultante foi
fitrada em gaze para, posteriormente, ser submetida a contagem de conidios em

hemocitdmetro.

3. Analises estatisticas dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a analises de variancia pelo teste F,
utilizando-se o esquema fatorial 2 x 2 (dois meios (graos de sorgo e de aveia) e duas
luminosidades (claro e escuro)), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliagao do desenvolvimento de F. tucumaniae em diferentes meios de cultura

Na Tabela 1 estao os resultados da esporulacdo de F. tucumaniae em meios de
cultura e ambientes diferentes, aos 15 e 30 dias apds a repicagem do fungo. Observou-
se pelos resultados obtidos aos 15 dias apds repicagem, maior esporulagado do fungo
em graos de sorgo, ndao havendo diferencas significativas entre as luminosidades. Aos
30 dias apds a repicagem observou-se efeito significativo entre meios e entre
luminosidades, e os resultados evidenciaram que culturas em grdos de sorgo,
incubadas no claro foram favorecidas no que se refere a esporulagdo do fungo em
relacdo aos demais tratamentos. ALVES et al. (2002), em estudo de esporulacéo de
Fusarium sp. em substratos naturais e sintéticos para a producido massal desse
micoherbicida, chegaram ao resultado de maior produgdo de esporos nos substratos

naturais, destacando-se o de graos de sorgo com 1,2 x 10" esporos/mL.
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Tabela 1. Numero médio de esporos de Fusarium tucumaniae em diferentes meios de
cultura e ambientes, aos 15 e 30 dias apds a repicagem do fungo.

[9) 4 0 4
Meio de Cultura (MC) N” de e(srgr;:s) 10"/mL N” de e'(sggrdczzs); 10"/mL
Sorgo 575,01a" 258,25a
__________________ Aveia  10625b  1050b
Teste F® 17,10* 31,21*
dms (5%) 1,72 1,29
Ambiente (A)
Escuro 236,90a 31,71b
Claro 444 40a 237,04a
"""""""" Teste F® 232 544
_______________ dms (%) ...V o129
Teste F MC x A 0,85"° 4,29
C.V. (%) 42,15 44,07

Médias (de 5 repeticdes/tratamento) em escala original, seguidas pela mesma letra, na coluna, no
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
@Analise de variancia efetuada com resultados transformados em log (x+1).

Na Figura 1 estd ilustrado o aspecto de uma das col6nias de F. fucumaniae em
BDA utilizada para transferir os 15 discos para cada erlenmeyer.

Na Figura 2 pode-se observar o crescimento, e aspectos morfolégicos das
colénias de Fusarium tucumaniae nos meios de grao de sorgo e de aveia, mantidos no
claro e escuro, aos 15 dias apds a repicagem e transferéncia do fungo. Pela Figura 3,
aos 15 dias, pode-se observar a menor quantidade de micélio que aos 30 dias apos a

repicagem.

Figura 1. Aspecto da coldnia de Fusarium tucumaniae utilizada para transferéncia
de discos para os erlenmeyers.
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Figura 2. Aspecto das culturas de Fusarium tucumaniae, em meios de graos de aveia
(a), e graos de sorgo (b), mantidos no claro, e de grédos de sorgo (c) e de
aveia (d) mantidos no escuro, 15 dias apés a repicagem.

Figura 3. Aspecto das culturas de Fusarium tucumaniae, em meios de grdos de aveia
(a), e de graos de sorgo (b), mantidos no claro, e de gréos de sorgo (c) e de
aveia (d) mantidos no escuro, 30 dias apos a repicagem.
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Atualmente, caracterizagbes morfolégicas e moleculares de espécies de
Fusarium que causam a SMS tém sido realizadas (TAYLOR et al., 2000; O'DONNELL,
2000; AOKI et al., 2003; AOKI et al., 2004; AOKI et al., 2005; ARRUDA et al., 2005).

Segundo ARRUDA et al. (2005), caracteristicas culturais e morfolégicas séo
inadequadas para identificagao clara do agente causal da PVR, por causa da sua ampla
variabilidade e instabilidade por longos periodos em meio de cultura. Alguns autores
(ROY et al., 1989, RUPE, 1989) sempre notaram tais mudangas apés longos periodos
em meio de cultura, incluindo redug¢ao de esporulacio, alteragcao na cor das colbnias e
aumento da densidade de micélio aéreo (micélio esbranquigado).

De acordo com COSTA e YORINORI (1996), isolados deste fungo mantidos em
laboratério, tem variado quanto a morfologia e a capacidade de esporulagdo em
sucessivas repicagens, variando de intensa esporulagédo azul e crescimento micelial
fraco a colbnias com pouca esporulagao e abundante micélio esbranqui¢cado. Variagbes
dessa natureza foram observadas no presente trabalho, mesmo quando se compara a
morfologia das colénias num mesmo meio de cultura e mesmas condigbes de ambiente.
Aos 15 dias apds a repicagem, o fungo apresentou colbnias diferentes quando
comparado com o fungo aos 30 dias. A medida que envelheceram as colbnias ficaram
brancas, com aspecto cotonoso, devido a presenga de micélio. Outro aspecto foi a
dificuldade em agitar os erlenmeyers aos 30 dias, pois 0s meios se tornaram duros.

FRANCO (2004) observou o crescimento lento de Fusarium solani f. sp. glycines,
independente do meio de cultura e da temperatura de incubacgéo atingindo, no maximo,
aproximadamente 8 cm de didmetro aos 28 dias apds a repicagem. ROY et al.(1997a)

também relataram o crescimento lento do patégeno.
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CONCLUSOES

Graos de sorgo mantidos no claro promoveram esporulagdo superior de

Fusarium tucumaniae quando comparados aos demais tratamentos testados.
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CAPITULO 3. AVALIAGAO DE METODOS DE INOCULAGAO DE Fusarium
tucumaniae EM FOLHAS DESTACADAS E EM PLANTULAS DE
SOJA CULTIVADAS EM CASA DE VEGETAGAO NO
OUTONO/INVERNO-2005 E PRIMAVERA/VERAO-2005/2006

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi estudar metodologias de inoculacdo de
Fusarium tucumaniae em plantulas de soja e em folhas destacadas. Plantulas das
cultivares CAC-1(R), MG/BR 46(Conquista) (R), FT-Estrela (S) e FT-Cristalina (S),
foram cultivadas no outono/inverno 2005 e primavera/verdao 2005/2006 e folhas
destacadas, acondicionadas em solo e papel de filtro e, incubadas em camaras de
germinagao com temperaturas ajustadas para 15°C e 23°C e fotoperiodo de 12 h,
também foram feitas. A inoculagéo foi realizada através de quatro métodos: 1) método
do palito de dente; 2) método do disco de colbnia; 3) método de grédos de sorgo
colonizados com o patégeno e 4) método de grdos de aveia colonizados com o
patégeno. A avaliagdo dos sintomas em plantulas foi efetuada semanalmente apés 15
dias da inoculacao, através de duas escalas de notas. Avaliacbes de altura de plantas,
massa seca de raiz e nivel de infeccdo de raiz foram efetuadas. As metodologias de
inoculagao mostraram-se promissoras na época de outono/inverno 2005, pois houve
infeccao das plantulas, principalmente das variedades suscetiveis, e os sintomas tipicos
da doenga ocorreram em todos os métodos utilizados. Plantulas de FT-Cristalina
apresentaram maior nivel de infeccdo quando utilizou-se o método de graos de sorgo,
no outono/inverno 2005. Na primavera/verao 2005/2006 n&o ocorreu evolugdo da
doenga, e poucos sintomas foliares foram visualizados. Foram realizadas trés
avaliagbes, empregando-se escala de notas de 0 a 5 para avaliagdo do nivel de
infeccdo (NI) de doencas foliares, no caso de folhas destacadas. O método de
inoculagcdo com graos de aveia, aos 30 dias apos a inoculagdo, promoveu maior
infeccdo nas folhas destacadas. O ambiente mais propicio ao desenvolvimento dos

sintomas da doenca em folhas destacadas foi o solo a 23°C.

Palavras- chave: Glicine max (L.) Merrill, Fusarium solani f. sp. glycines, SMS, PVR
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INTRODUGAO

Uma doenga que atualmente tem merecido atencdo dos fitopatologistas e
melhoristas, € a sindrome da morte subita (SMS) ou podriddo vermelha da raiz (PVR),
por causar severas perdas na producdo de soja nas Américas do Norte e do Sul. E
causado por um fungo de solo, Fusarium tucumaniae anteriormente denominado
Fusarium solani f. sp. glycines (AOKI et al., 2003), e a expressao dos sintomas é
influenciada pelas condi¢des edaficas e climaticas, o que dificulta a avaliagdo da reagao
de variedades de soja a esta doenca.

Trabalhos de avaliagdo da reagdo de gendtipos de soja a Fusarium solani f. sp.
glycines foram conduzidos por alguns pesquisadores brasileiros (YORINORI &
NOMURA, 1994; COSTA & YORINORI, 1995b). Esses trabalhos foram realizados com
inoculagao de plantas pelo método palito de dente e avaliacdo da reagao através da
severidade dos sintomas foliares ou do comprimento de lesdao no caule. Apesar da
avaliagcdo da reagdo de cultivares segundo os sintomas foliares ser rapida e
relativamente eficiente, alguns autores relataram falta de correlagdo entre sintomas nas
raizes e na parte aérea (GRAY & ACHENBACH,1996; SCHERM & YANG, 1996;
HARTMAN et al., 1997). Existem alguns relatos sobre a reagao de cultivares de soja a
F. solani, porém sao informacgdes, que muitas vezes mostram o comportamento instavel
de determinadas cultivares quanto a PVR (RUPE et al.,, 1991; NJITI et al., 1996;
GASPERI et al., 2003). A presenca de interacdo gendtipos x ambientes significativa
também foi constadada por RUPE & GBUR (1995) e NJITI et al. (1996 e 1997a)

A exemplo de outras doengas do sistema radicular, ainda nao estao disponiveis
formas eficientes de controle da PVR. Entre as possiveis taticas de controle da doenca
pesquisadas, a selecado de cultivares resistentes € apontada como a mais promissora
(RUPE et al., 1991). E fundamental que se inclua nos programas de melhoramento
genético, a selecao de gendtipos resistentes a essa doenca. Porém, uma metodologia
precisa e segura ainda n&o foi desenvolvida, havendo controvérsias na indicagédo do
método mais adequado para avaliagdo de gendtipos de soja nos programas de

melhoramento visando desenvolver cultivares mais resistentes a PVR. Com isso, o
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presente estudo objetivou avaliar metodologias alternativas de inoculagéo artificial de

Fusarium tucumaniae.

MATERIAL E METODOS

1. Avaliagao de diferentes métodos de inoculagdao em folhas destacadas

Foram utilizadas folhas destacadas preparadas de duas formas (papel de filtro e
terra) de cultivares de soja com reacdes de resisténcia conhecida, inoculadas através
de quatro métodos.

Apo6s inoculacdo as folhas destacadas foram incubadas em camaras de
germinagao com temperaturas ajustadas para 15°C e 23°C e fotoperiodo de 12 h.

As cultivares CAC-1 e MG/BR 46 (Conquista) foram incluidas como resistentes
(R) a PVR (EMBRAPA, 2001), e FT-Estrela (KLINGELFUSS et al., 2007) e FT-

Cristalina, como suscetiveis (S) a doenga (LEAO et al., 1998).

1.1. Avaliagcao dos métodos de inoculagao em folhas destacadas enraizadas

em papel de filtro e em terra

Folhas destacadas de soja cultivada em casa de vegetacdo foram
acondicionadas conforme metodologia utilizada por CENTURION et al. (2000) e
CENTURION et al. (2001). Para isso, plantulas de soja no estadio V1(FHER &
CAVINESS, 1977), foram coletadas no final da tarde conforme recomendacgéo de TUITE
(1969). No laboratdrio, as folhas foram destacadas da planta, cortando-se o peciolo
imerso em agua destilada com auxilio de tesoura, sendo em seguida envolvido por
algodao embebido em agua destilada. Essas folhas destacadas foram colocadas em
placas de Petri previamente preparadas com uma camada de algodao recoberta com

papel de filtro embebido com agua destilada (cerca de 20 mL/placa). Também foram
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preparadas folhas destacadas no solo, acondicionando-se as folhas destacadas das
pléntulas em placas de Petri contendo cerca de 50 mL de solo esterelizado umedecido
com 20 mL de agua destilada. O peciolo das folhas neste caso, foi introduzido
diretamente no solo.

Uma lamina de vidro utilizada em microscopia foi colocada sobre o papel de filtro
ou solo, para evitar o contato com a superficie umida do papel de filtro ou do solo. Sob
as tampas das placas de Petri foi colocado plastico transparente para evitar a perda de
agua do solo ou do papel de filtro contido na placa.

Apés acondicionadas, as folhas destacadas foram incubadas em camara de
germinagao com temperatura ajustada para 24°C e fotoperiodo de 12 h até o
enraizamento, sendo entdo inoculadas e incubadas da seguinte forma:
® método do palito de dente: extremidades afiadas de palitos de dente (com cerca de
1 cm de comprimento) lavadas em agua destilada, e autoclavadas, foram dispostas em
placas de Petri contendo meio de farinha de aveia, simultaneamente a repicagem do
patdgeno. Apos a repicagem do patdgeno as placas foram incubadas a temperatura de
28°C, por volta de 10 dias antes da inoculacdo, para promover o desenvolvimento do
patdgeno sobre os palitos. Os palitos colonizados foram introduzidos no calo que se
forma no peciolo de onde sdo emitidas as raizes das folhas destacadas.
® método do disco de colonia: dois ou trés discos de 0,5 cm de diametro de colbnia
de F. tucumaniae, cultivado em meio de farinha de aveia, foram cortados e colocados
sobre as folhas, proximos a inser¢ao com o peciolo.
® método de graos de sorgo colonizados com o patdégeno: discos de colbénia de F.
tucumaniae em BDA, foram transferidos para meio de grédos de sorgo. Este
procedimento foi semelhante ao proposto por LIM (1991), que utilizou graos de aveia,
seguindo-se as modificacdes efetuadas por HARTMAN et al. (1997) e BALARDIN &
RUBIN (1999), que utilizaram graos de sorgo. Utilizaram-se erlenmeyers de 250 mL,
onde foram colocados cerca de 100 cm® de graos de sorgo previamente embebidos em
agua. A embebigao foi efetuada por uma noite (cerca de 12 horas). No dia seguinte, a
agua restante foi eliminada e os frascos contendo as sementes embebidas foram

autoclavados duas vezes, durante 20 minutos a 120°C, com intervalo de 24 horas. Apés



27

o resfriamento, para cada erlenmeyer foram transferidos 15 discos, de 5 mm de
didametro, de colbnias do fungo em BDA. Em seguida, foram adicionados 10 mL de
agua destilada esterilizada para promover um melhor espalhamento dos esporos e
micélio e o umedecimento dos graos de sorgo. Também visando obter crescimento
uniforme do micélio do fungo em torno dos grdos de sorgo e para manter os graos
soltos, os frascos foram agitados manual e periodicamente, conforme necessario
(diariamente ou a cada dois a trés dias). Os frascos foram incubados em camara de
germinagao a 24°C, e fotoperiodo de 12 horas. Na inoculagdo foram utilizados dois
graos de sorgo, colocados em posicao oposta encostados a regido do peciolo das
folhas destacadas, com auxilio de uma pinga.

® método dos graos de aveia colonizados com o patégeno: O preparo e a
inoculagao foram realizados utilizando-se metodologia descrita para graos de sorgo
colonizados, mudando-se apenas o periodo de embebigdo dos graos, que neste caso
foi de 2 horas (para evitar amolecimento excessivo do gréo).

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado com
cinco repetigdes, sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri contendo duas
folhas primarias destacadas de soja.

Foram realizadas trés avaliagdes, aos 15, 22 e 30 dias apdés a inoculagao,
empregando-se escala de notas de 0 a 5 proposta por YORINORI (1997a) para
avaliacao do nivel de infecgdo (NI) de doengas foliares, em que: 0 = sem sintomas; 1 =
tracos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 = 26 a 50% de AFI; 4 =
51 a75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

2. Avaliagcao de métodos de inoculacdo em pléantulas cultivadas em casa de

vegetacao

Plantulas das cultivares CAC-1(R), MG/BR 46(Conquista) (R), FT-Estrela (S) e
FT-Cristalina (S), cultivadas em vasos plasticos contendo terra, foram inoculadas

através dos quatro métodos, descritos a seguir:
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® método do palito de dente: as cultivares foram semeadas em vasos plasticos com
capacidade para 5L de terra e mantidas, em casa de vegetagao até o estadio V1 (FEHR
& CAVINESS, 1977), ocasiao em que foi efetuada a inoculagdo de F. tucumaniae
através do método do palito de dente colonizado pelo patégeno (YORINORI, 1996 e
KLINGELFUSS, 2001a). A inoculagao foi feita introduzindo-se no hipocétilo o palito de
dente colonizado, cerca de 1,5 cm abaixo do nd cotiledonar. Apds a inoculagéo as
plantas foram colocadas em camara umida por 48 horas e, posteriormente, mantidas
sob nebulizagao.

® método do disco de coldnia: a inoculacao foi realizada no momento da semeadura,
onde no fundo de cada cova (+ 3cm de profundidade) foram colocados cinco discos
colonizados com o patdégeno. Estes foram cobertos com uma camada de terra de cerca
de 1 cm e, em seguida, foram colocadas as sementes de soja, que também foram
cobertas com terra. Desta forma, os discos de coldnia do patdégeno ficaram 1 cm abaixo
das sementes de soja, evitando-se o0 contato direto destas com o in6culo. Aos 13 dias
ap6s a emergéncia foi efetuada outra inoculagdo, apés o encharcamento da terra,
pressionando-se dois discos de colbnia (a cerca de 1 cm de profundidade), com o
auxilio de um bastdo de vidro, junto a regido do colo de cada planta e em posicéo
oposta, de forma semelhante a utilizada por FRONZA (2003).

® método de graos de sorgo colonizados com o patégeno: a inoculagao foi
realizada no momento da semeadura, utilizando-se a metodologia descrita para disco
de colbnia.

® método dos grdaos de aveia colonizados com o patégeno: a inoculagao foi
realizada seguindo-se metodologia de graos de sorgo colonizados com o patdgeno.

A inoculagdo foi efetuada em duas épocas, outono/inverno de 2005 e
primavera/verao de 2005/2006.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes, sendo a parcela constituida por um vaso com cinco plantulas. As
testemunhas foram efetuadas apenas nas cultivares suscetiveis.

A avaliagao dos sintomas foi efetuada semanalmente, 15 dias apods inoculagao,

totalizando seis semanas (outono/inverno 2005), e cinco semanas (primavera/verao
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2005/2006), atraveés de escala de notas de 0 a 5, proposta por YORINORI (1997a), e
adaptada por FRANCO (2004), que se baseia no nivel de infecgao (NI), onde 0 = planta
sem sintomas; 1 = tragcos a 10% da planta infectada (PI); 2 = 11 a 25% da PI; 3 = 26 a
50% da PI; 4 = 51 a 75% da Pl e; 5 = 76 a 100% da Pl. Como planta infectada (PI)
considerou-se aquelas que apresentavam lesdes na haste e folhas primarias e/ou
trifolioladas “carijo”, sintoma tipico da sindrome da morte subita.

A avaliacdo também foi efetuada através da escala de notas baseada na
severidade dos sintomas foliares utilizada por HARTMAN et al. (1997) e modificada por
FRONZA (2003).

Também foi efetuada a contagem de plantulas sadias (plantula sem sintoma ou
com necrose ao redor do palito, mas com desenvolvimento normal), plantulas
infectadas PI” (pléantula com necrose e avermelhamento ao redor do palito, mas com
desenvolvimento normal); plantulas infectadas Pl (plantula com necrose ao redor do
palito, acompanhada de clorose, murcha ou necrose de uma ou mais folhas e com leve
reducdo do desenvolvimento da parte aérea) e plantulas mortas PM (plantula morta ou
severamente afetada, com reducdo do desenvolvimento, clorose ou necrose entre as
nervuras das folhas superiores). O critério de separagao das reagbes das variedades foi
baseado na porcentagem de plantulas mortas (%PM), calculado com base nos valores
de PM, PI, PI’e TP (total de plantas inoculadas). O calculo da porcentagem de plantulas
mortas (%PM) foi feito utilizando a seguinte formula: %PM = (PM + PI/2 + PI”/4)100/TP.
A reacao das variedades foi discriminada em cinco categorias, conforme a porcentagem
de plantulas mortas (%PM), de acordo com o seguinte critério: R = Resistente: 0% a
25%PM; MR = Moderadamente Resistente: 26% a 50%PM; MS = Moderadamente
Suscetivel: 51% a 75%PM; S = Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel:
acima de 90%PM. Esta forma de avaliagéo da reagéo de plantulas a F. tucumaniae foi
baseada na proposta de YORINORI (1996) para avaliagao do cancro da haste.

Apos avaliacdo da reacdo de plantulas foi efetuada a medida da altura das
plantas e do comprimento da lesdo externa e interna da haste, com auxilio de uma
régua graduada. Realizou-se também a avaliagdo dos sintomas presentes na raiz,

através de escala de notas de 1 a 3 (onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante
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totalmente ou parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3=
sistema radicular totalmente necrosado). Para isso efetuou-se a lavagem das raizes em
agua corrente, em seguida fez-se a avaliagao visual e, posteriormente, a secagem em
estufa, para obtencdo da massa seca da raiz por parcela experimental, com uso de

balanca com precisdo de 0,0001g.

3. Analises estatisticas dos resultados

Os resultados obtidos, em casa de vegetacdo e folhas destacadas, foram
submetidos a analises de variancia pelo teste F, e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No experimento com folhas destacadas utilizou-se o0 esquema fatorial 4 x 4 x 4 (4

cultivares, 4 métodos e 4 ambientes).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliacao de diferentes métodos de inoculagao em folhas destacadas
1.1. Avaliagcao dos métodos de inoculagao em folhas destacadas enraizadas

em papel de filtro e em terra

Na tabela 1 estdo os resultados do nivel de infecgao de F. tucumaniae obtidos
em folhas destacadas de quatro diferentes variedades de soja inoculadas por diferentes
métodos e incubadas em quatro ambientes (combinagcdo de dois substratos e duas
temperaturas). A cultivar FT-Estrela apresentou maior nivel de infec¢do desde a
primeira avaliacdo, porém s6 houve diferenga significativa em relagdo as outras
cultivares, na segunda e terceira avaliagbes. O método de inoculagdo com graos de
aveia, aos 30 dias apds a inoculagao, promoveu maior infecgao nas folhas destacadas,
ndo diferindo significativamente do método de disco de coldénia. O ambiente mais

propicio ao desenvolvimento dos sintomas da doencga foi 0 solo a 23°C.
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Tabela 1. Nivel de infeccdo" de Fusarium tucumaniae obtidos em folhas destacadas
de quatro variedades de soja inoculadas por diferentes métodos e incubadas
em dois substratos e duas temperaturas.

12 Avaliacao 22 Avaliacao 32 Avaliagao

Tratamentos 15 DAI® 22 DAI 30 DAI

Variedade (A)

FT-Estrela 1,60a? 2,83a 3,36a

FT-Cristalina 1,36a 2,24b 2,76b

CAC-1 1,43a 2,33b 2,86b
Conquista 1,34a 218b 288b

F 213N 17,14** 13,40**

Método (B)

Grao de sorgo 1,32ab 2,41b 3,01b

Grao de aveia 1,60a 2,92a 3,50a

Disco de colbnia 1,58a 2,40b 3,03a
Palitodedente 1280 187c 232

F 5,18** 35,95** 42,92**

Ambiente (C)

Solo 15°C 1,21b 2,34b 3,23b

Solo 23°C 3,08a 4,34a 4.65a

Papel 15°C 0,56d 1,47c 2,04¢c
Papel23°C_ 088c 1,44c 1,93¢

F 195,76** 361,18** 292,94**

Interacbes

AxB 1,74N° 3,74** 4,82**

AxC 5,99** 5,25** 5,77**

BxC 6,37** 13,62** 15,32**

AxBxC 1,19N 3,25 2,72**

F 12,19** 24,35** 21,50**

dms (5%) 0,30 0,26 0,27

C.V. (%) 50,57 26,68 22,41

MMédias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI
(1997a)), onde 0 = sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFl); 2 = 11 a 25% AFI; 3 =
26 a 50% de AFI; 4 =51 a 75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.
®Médias (de 5 repeticdes) seguidas de mesma letra, na coluna, n3o diferem significativamente entre si,
gelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

) DAI = Dias ap6s a inoculaggo

Na Tabela 2, em que se apresenta a interacao variedades dentro de ambientes
na primeira, segunda e terceira avaliagdo, pode-se notar que o nivel de infecgdo em
folhnas destacadas, para as quatro variedades testadas, foi superior no solo a 23°C,

diferindo significativamente dos demais ambientes. Analisando-se variedades dentro de

cada ambiente foi observado que no solo a 15°C, FT-Estrela e FT-Cristalina
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apresentaram maiores niveis de infeccdo, diferindo significativamente de CAC-1 e
Conquista. No solo, a 23°C, FT-Estrela, CAC-1 e Conquista apresentaram niveis de
infeccao superiores diferindo significativamente de FT-Cristalina. Em folhas destacadas
preparadas em papel de filtro e incubadas a 15°C e 23°C ndo houve diferencas
significativas entre as variedades. Na segunda avaliagao, pode-se observar que o nivel
de infecgdo em folhas destacadas, para as quatro variedades testadas, foi superior no
solo a 23°C, diferindo significativamente dos demais ambientes. Analisando-se
variedades dentro de cada ambiente percebeu-se que no solo a 15°C, FT-Estrela
apresentou maior nivel de infecgao, diferindo significativamente das demais variedades.
No solo a 23°C e papel a 23°C, FT-Estrela e CAC-1 foram superiores nao diferindo
significativamente entre si. Ja dentro de papel a 15°C néo houve diferenga significativa
entre as variedades. Na terceira avaliacdo, notou-se que o nivel de infeccdo em folhas
destacadas, para as quatro variedades testadas, assim como na segunda avaliagao
também foi superior no solo a 23°C, diferindo significativamente dos demais ambientes.
Quando se analisaram as variedades dentro de cada ambiente percebeu-se que no
solo a 15°C e papel a 23°C, FT-Estrela apresentou maior nivel de infec¢ao, diferindo
significativamente das demais variedades. No solo a 23°C, FT-Estrela, CAC-1 e
Conquista apresentaram niveis de infecgao superiores nao diferindo significativamente

entre si. No papel a 15°C nao houve diferenca significativa entre as variedades.
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Tabela 2. Nivel de infecgao'" de Fusarium tucumaniae em folhas destacadas de soja,
na interagdo de variedades dentro de ambientes na primeira, segunda e
terceira avaliagbes.

Ambientes (C)

Variedades (A) Solo 15°C Solo 23°C  Papel 15°C  Papel 23°C F
Primeira Avaliagao
FT-Estrela 1,68Ba? 3,35Aa 0,33Da 1,05Ca 63,59**
FT-Cristalina 1,58Ba 2,38Ab 0,58Ca 0,90Ca 24,23**
CAC-1 0,80Bb 3,50Aa 0,58Ba 0,83Ba 73,54**
Conquista  0,80Bb 310Aa  075Ba  073Ba 52,38
F 8,73* 9,50** 1,17 0,72"°
dms (5%) 0,59
Segunda Avaliacao
FT-Estrela 3,08Ba 4,78Aa 1,58Ca 1,90Ca 102,42**
FT-Cristalina 2,55Bb 3,78Ac 1,50Ca 1,15Cb 68,27**
CAC-1 1,90Bc 4,65Aab 1,38Ca 1,40BCab  119,71**
Conquista 183Bc 415Abc  143Ba _ 1,33Bb 86,52
F 17,00%* 10,44** 0,37 5,06
dms (5%) 0,52
Terceira Avaliagao
FT-Estrela 3,95Ba 4,90Aa 2,00Da 2,60Ca 77,87
FT-Cristalina 3,35Bb 4,23Ab 2,08Ca 1,38Dc 73,86**
CAC-1 2,70Bc 4,85Aa 1,90Ca 1,98Cb 86,10**
Conquista 2,93Bbc - 4,63Aab  2,20Ca 1,75Cbc 7242
F 13,72** 4,29** 0,73\ 11,97**
dms (5%) 0,54

Médias do nivel de infecgdo em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI (1997a)), onde 0 =
sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 = 26 a 50% de AFI; 4
=51a75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

@Médias (de 5 repeticdes) seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Na Tabela 3 esta apresentada a interacdo de métodos dentro de ambientes. Na
primeira, segunda e terceira avaliagdo, pode-se notar que o nivel de infeccdo em folhas
destacadas, para os quatro métodos testados, foi superior no solo a 23°C, diferindo
significativamente dos demais ambientes. Na terceira avaliacdo, analisando-se métodos
dentro de cada ambiente, verificou-se que no solo a 15°C, graos de aveia e de sorgo
proporcionaram maiores niveis de infecgdo, diferindo significativamente dos demais
métodos. No solo a 23°C, graos de aveia e palito de dente apresentaram niveis de
infeccado superiores, diferindo de graos de sorgo e disco de colénia. No papel a 15°C,
disco de coldnia, grdos de sorgo e grdaos de aveia foram superiores, diferindo

significativamente do método do palito de dente. No papel a 23°C os métodos de gréaos
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de aveia e disco de colbnia n&o diferiram entre si, porém diferiram significativamente

dos meétodos do palito de dente e graos de sorgo.

Tabela 3. Nivel de infecgao'" de Fusarium tucumaniae em folhas destacadas de soja,
na interagcdo de métodos dentro de ambientes na primeira, segunda e terceira

avaliagoes.
Ambientes (C)
Métodos (B) Solo 15°C Solo 23°C Papel 15°C Papel 23°C F
Primeira Avaliagdo
Grao de sorgo 1,15Ba® 2,60Ac 0,53Cab 1,00BCa 30,57**
Grao de aveia 1,33Ba 3,30Aab 0,48Cab 1,30Ba 54 ,99**
Disco de colbnia 1,43Ba 2,80Abc 0,98Ba 1,10Ba 26,84**
Palitodedente ! 095Ba . 3,63Aa ___ 0,25Cab 0,10Cb_ - 102,47*
F 1,66 8,33** 3,52* 10,79**
dms (5%) 0,59
Segunda Avaliagéo
Gréo de sorgo 2,50Bb 3,90Ab 1,80Ca 1,43Cb 58,20**
Grao de aveia 3,03Ba 4,80Aa 1,63Da 2,23Ca 93,00**
Disco de colbnia 2,03Bbc 3,95Ab 1,63Ba 1,98Ba 54,19**
Palitodedente 1,80Bc 470Aa  083Cb | 0,15Dc  196,65"*
F 14,44** 11,20** 9,34** 41,84**
dms (5%) 0,52
Terceira Avaliagao
Grao de sorgo 3,65Ba 4. 33Ab 2,23Ca 1,83Cb 62,93**
Grao de aveia 3,88Ba 4 95Aa 2,50Ca 2,68Ca 59,37**
Disco de colbnia 2,88Bb 4,33Ab 2,15Ca 2,75Ba 38,64**
Palitodedente 2538b 500Aa  130Cb | 045Dc 117,96
F 18,39** 6,41** 12,19** 51,88**
dms (5%) 0,54

Medias do nivel de infecgdo em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI (1997a)), onde 0 =
sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 = 26 a 50% de AFI; 4
=51a75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

@Médias (de 5 repeticdes) seguidas pela mesma letra mailuscula na linha e mindscula na coluna, néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Na Tabela 4 esta apresentada a interagao de métodos de inoculagdo dentro de
variedades, na segunda e terceira avaliagdo. Pode-se observar que o nivel de infecgao
em folhas destacadas, na terceira avaliagao, para as cultivares FT-Estrela, FT-Cristalina
e Conquista, apresentou-se superior no método de graos de aveia, diferindo
significativamente dos demais métodos. Ja para CAC-1 os métodos de graos de sorgo,
graos de aveia e disco de coldnia diferiram significativamente do método do palito de

dente, porém nao diferiram entre si. Analisando-se variedades dentro de cada método,
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percebeu-se que para o método de graos de sorgo, a cultivar FT-Estrela apresentou
nivel de infecgdo superior, porém nao diferiu de CAC-1 e Conquista. No método de
disco de col6nia FT-Estrela também apresentou nivel de infeccao superior, diferindo
significativamente das demais cultivares. Ja para palito de dente FT-Cristalina
apresentou maior nivel de infeccao, porém nao diferiu significativamente de FT-Estrela
e CAC-1.

Tabela 4. Nivel de infecgéo“) de Fusarium tucumaniae em folhas destacadas de soja,
na interacdo de métodos dentro de variedades na segunda e terceira

avaliagoes.
Métodos (B)
Variedades (A) Grédodesorgo  Grdo de aveia %SCP (.je Palito de F
olénia dente
Segunda Avaliagéao
FT-Estrela 3,15Aba® 3,43Aa 2,83Ba 1,93Ca 20,79**
FT-Cristalina 1,83Bc 2,85Ab 2,23Bb 2,08Ba 9,32**
CAC-1 2,55Ab 2,63Ab 2,40Aab 1,75Ba 7,77
Conquista 210Bbc 2,78Ab 2138b 173Ba 9,30
F 16,39** 5,99** 4,67 1,31N8
dms (5%) 0,52
Terceira Avaliagao
FT-Estrela 3,58Aa 3,75Aa 3,68Aa 2,45Bab 17,03**
FT-Cristalina 2,33Bb 3,35Aa 2,70Bb 2,65Ba 8,37**
CAC-1 3,08Aa 3,23Aa 3,00Ab 2,13Bab 11,18**
Conquista ___ 305Ba 368Aa 2,73Bb 2,05Cb _ : 20,78™
F 12,02** 2,89* 9,36** 3,58*
dms (5%) 0,54

Medias do nivel de infecgdo em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI (1997a)), onde 0 =
sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 = 26 a 50% de AFI; 4
=51 a75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

@Medias (de 5 repeticdes) seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2. Avaliagao de métodos de inoculagdao em plantulas cultivadas em casa de

vegetagao — outono/inverno 2005

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados de avaliagdes do nivel de infeccao
(NI) de variedades de soja cultivadas no outono/inverno, em condicbes de casa de
vegetacado inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos métodos do palito de dente

(PD), discos de colénia (DC), gréaos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS) colonizados.
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Nota-se que na 12 avaliagdo, efetuada aos 15 dias apds a inoculagdo, nos tratamentos
inoculados pelos métodos de discos de coldnia, gréos de aveia e grdos de sorgo néo
foram observados sintomas da doenca. No método do palito de dente observaram-se
0s primeiros sintomas, sendo que em alguns casos reduzidos a apenas um
avermelhamento ao redor do palito de dente. Observando-se a evolugao dos sintomas
durante as seis semanas de avaliagdes, verificou-se que no método do palito de dente
a evolucao foi menor do que nos outros métodos. No método de discos de colbnia
observou-se, na sexta avaliagao, que FT-Estrela apresentou maior nivel de infecgdao. No
método de graos de aveia a cultivar FT-Estrela apresentou maior nivel de infecgao, e o
menor nivel de infeccao foi obtido na cultivar CAC-1. Ja no método de graos de sorgo,
observou-se uma evolucao do nivel de infeccdo da doenca semanalmente, e na sexta
avaliagao observou-se que a cultivar FT-Cristalina apresentou maior nivel de infeccéo,

com relagao as outras cultivares avaliadas e com relagdo aos outros métodos.
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Figura 1. Nivel de infecgdo (NI) obtidos em seis avaliagdes de variedades de soja
cultivadas no outono/inverno, em condicbes de casa de vegetacao,
inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos métodos do palito de dente
(PD), discos de colbnia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS)
colonizados.

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados das avaliagdes da severidade dos
sintomas foliares (SSF) de variedades de soja cultivadas no outono/inverno em
condigbes de casa de vegetacgao inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos métodos
do palito de dente (PD), discos de colénia (DC), gréaos de aveia (GA) e graos de sorgo
(GS) colonizados. Nota-se que na primeira avaliagao aos 15 dias apds a inoculagao os
tratamentos inoculados pelos métodos de discos de col6nia, grédos de aveia e gréos de
sorgo nao foram observados sintomas da doenga. Como ja foi apresentado na figura
anterior (Figura 1) para nivel de infecgdo da doencga, apenas no método do palito de
dente é que apareciam os primeiros sintomas, sendo que em alguns casos reduzidos a
apenas um avermelhamento ao redor do palito de dente. Observando-se a evolugcao
dos sintomas durante as seis semanas de avalia¢des, verificou-se que no método do
palito de dente a evolugao foi menor do que nos outros métodos. No método de discos
de coldnia observou-se, na sexta avaliagao, que FT-Estrela apresentou maior nivel de
infeccdo. No método de grdos de aveia, as cultivares FT-Estrela e FT-Cristalina

apresentaram maior nivel de infec¢cdo. Ja no método de grdos de sorgo observou-se
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uma evolucdo da severidade dos sintomas foliares da doenga semanalmente, e na

sexta semana percebeu-se que a cultivar FT-Cristalina apresentou maior severidade

dos sintomas foliares. As demais cultivares FT-Estrela, CAC-1 e MG/BR 46 (Conquista),

apresentaram menor severidade dos sintomas foliares.
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Figura 2. Severidade dos sintomas foliares (SSF) observados em seis avaliagdes de
variedades de soja cultivadas no outono/inverno, em condi¢cbes de casa de
vegetacao inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos meétodos do palito de
dente (PD), discos de colénia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo

(GS) colonizados.

Na Tabela 5 estdo os resultados analisados estatisticamente, da sexta avaliagao,

tanto para nivel de infeccdo quanto para severidade dos sintomas foliares.
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Tabela 5. Severidade dos sintomas foliares (SSF)") e nivel de infeccdo (NI)? obtidos
na sexta avaliagdo, de variedades de soja cultivadas no outono/inverno, em
condicdes de casa de vegetacdo e inoculadas com Fusarium tucumaniae,
pelos métodos do palito de dente (PD), discos de colbénia (DC), graos de
aveia (GA) e graos de sorgo (GS) colonizados.

62 avaliacdo SSF (50 dias apds a inoculacio)

Gendtipos SSF (PD) SSF (DC) SSF (GA) SSF (GS)
FT-Estrela T 1,00b 1,00b 1,00b 1,00c
FT-Estrela 1,84a 2,96a 2,28a 2,56b
FT-CristalinaT 1,00b 1,00b 1,00b 1,00c
FT-Cristalina 1,80a 1,92ab 2,40a 3,72a
CAC-1 1,96a 1,76ab 1,60ab 2,20b
Conquista 1,48ab 2,08ab 1,84ab 2,52b
Teste F 12,28** 6,74** 7,24** 16,31**
C.V. (%) 18,06 35,55 29,84 26,59
dms (5%) 0,53 1,24 0,98 1,13
62 avaliacao NI (50 dias apoés a inoculacéo)
Genotipos NI (PD) NI (DC) NI (GA) NI (GS)
FT-Estrela T® 0,00p®® 0,00b 0,00c 0,00c
FT-Estrela 1,68a 2,64a 2,32a 2,20b
FT-CristalinaT® 0,00b 0,00b 0,00c 0,00c
FT-Cristalina 1,24a 1,40ab 2,12ab 3,76a
CAC-1 1,64a 1,12ab 0,80bc 1,72b
Conquista 1,08a 1,56ab 1,20abc 2,24b
Teste F 27,32** 5,51** 10,95** 22,39**
C.V. (%) 34,74 85,86 63,24 41,52
dms (5%) 0,64 1,88 1,33 1,34

"Severidade dos sintomas foliares avaliado através de escala de notas de 1 a 5 (proposta por
HARTMAN et al., 1997 e modificada por FRONZA, 2003) sendo que : 1=auséncia de sintomas foliares
visiveis; 2=leve desenvolvimento dos sintomas, com clorose em mosaico, e deformagdo ou
encarquilhamento dos foliolos; 3=moderado desenvolvimento dos sintomas, com clorose internerval e
necrose na borda dos foliolos; 4=elevado desenvolvimento dos sintomas, com clorose e necrose
internerval (até 50% de area foliar afetada por necrose); 5=severo desenvolvimento dos sintomas, com
clorose e necrose internerval e/ou plantas mortas ou severa restricao no desenvolvimento das plantas (51
a 100% de area foliar afetada por necrose).

@Nivel de infeccdo avaliado através de escala de notas de 0 a 5 (proposta por YORINORI (1997a), e
adaptada por FRANCO (4)), sendo que: 0 = planta sem sintomas; 1 = tracos a 10% da planta
infectada(Pl); 2=11a25% da Pl;3=26 a50% daPl;4=51a75%daPle5=76a100% da PI.
“Media de 10 repetices (50 plantas avaliadas).

®Medias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

®Testemunhas.

As comparagdes de meédias de comprimento (cm) da leséo externa (LE), lesédo

interna (LI), altura (cm) (AL) dos quatro tratamentos testados estdo apresentadas na
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Tabela 6. Com relagéo a lesdo externa (LE) e lesdo interna (LI) da haste, as cultivares
inoculadas pelo método do palito de dente diferiram significativamente das
testemunhas, com exceg¢ao para MG/BR 46 (Conquista) que nao diferiu (LE) de FT-
Estrela testemunha, porém todas as cultivares inoculadas nao diferiram entre si.

Nao se observaram redugdes significativas na altura de plantas das cultivares
FT-Estrela e FT-Cristalina inoculadas pelo método do palito de dente. Como a altura de
plantas € uma caracteristica agronédmica que varia de uma cultivar para outra, foram
apresentadas na Tabela 6 apenas as analises das cultivares suscetiveis, pois para
estas € que se incluiram as testemunhas.

Ja no método do disco de colbnia para lesdao externa da haste ndao houve
diferencas significativas entre os tratamentos inoculados e testemunhas. Este fato deve
ocorrer pelo fato do indculo ser colocado na terra, mais proximo do sistema radicular,
local afetado pela doenca, bem diferente do método do palito de dente onde o indculo
entra em contato direto com os feixes vasculares das plantas, e assim causa a lesao
interna e externa, mesmo que as vezes esta seja pequena. Com relagdo a lesao
interna, a variedade FT-Estrela apresentou maior lesdo, diferindo das testemunhas,
mas nao diferindo das demais cultivares. FT-Estrela inoculada também apresentou
menor altura de plantas (AL), diferindo significativamente da testemunha nao inoculada
(Tabela 6).

No método de inoculagdo com graos de aveia FT-Estrela apresentou maior
média de LE e LI, ndo diferindo estatisticamente de FT-Cristalina e Conquista. Para
altura de plantas, observaram-se diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos inoculados e nao inoculados, com redugcao acentuada tanto em FT-Estrela
como em FT-Cristalina inoculadas.

No método de grdos de sorgo, a cultivar FT-Estrela apresentou maior lesdo
externa (LE) na haste nao diferindo significativamente da cultivar MG/BR 46
(Conquista). Em relacdo a lesdo interna (LI), FT-Cristalina foi a variedade que
apresentou maior lesdo, nao diferindo significativamente dos tratamentos inoculados. A

variedade FT- Cristalina T apresentou maior altura de plantas diferindo estatisticamente
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de FT-Cristalina inoculada, que teve sua altura reduzida a mais da metade. O mesmo
pOde ser observado para FT-Estrela T e inoculada.

Tabela 6. Comprimento (cm) da lesao externa (LE), leséo interna (LI) e altura (cm) (AL)
de plantulas de soja cultivadas em casa de vegetagdo (outono/inverno) e
inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos métodos do palito de dente
(PD), disco de colénia (DC), grao de aveia (GA) e grao de sorgo (GS).

Palito de Dente Discos de colbnia Graos de aveia Graos de sorgo
Variedades LE LI LE LI LE LI LE LI
FT-Estrela T®  0,64bc” 043b  0,00a  0,00b 0,00b 0,00b 0,00c 0,00b
FT-Estrela 1,87a 4,444 0,84a 11,21a 5,84a 6,54a 0,38a 2,22ab
FT-CristalinaT®  0,45¢ 0,19b  0,00a  0,00b 0,00b 0,00b 0,00c 0,00b
FT-Cristalina 2,38a 446a 1,782 6,48ab  2,56ab  3,57ab 0,17bc 9,46a
CAC-1 1,86a  4,52a 0,37a 1,72ab  0,40b 1,41b 0,11bc 4,20ab
Conquista 1,39ab 3,69a 0,27a 3,99ab 1,02ab 2,99ab 0,26ab 4,04ab
Y F@  14,00% 4377 1,70 4,03 3,08 6,46 10,46  471%
C.V. (%) 9,51 10,65 32,28 51,30 42,43 33,09 4,42 42,63
dms (5%) 0,29 0,40 0,79 1,88 1,20 1,08 0,09 1,53
Variedades AL AL AL AL
FT-Estrela T® 68,24a 91,37a 95,60a 90,30a
FT-Estrela 69,70a 70,96b 66,18b 62,16b
"""""" F 0414 4332 8369 3754
C.V. (%) 9,06 10,90 6,29 9,53
dms (5%) 9,11 12,89 7,41 10,59
FT-CristalinaT® 93,50a 119,39a 117,52a 115,28a
_____ FT-Cristalina____ 87.26a _  9102a _ 822% 5076
F 0,65"° 3,86M° 7,67* 65,75
C.V. (%) 13,54 21,71 20,18 15,15
dms (5%) 17,84 33,31 29,38 18,34

MMeédias (de 5 repetigdes (25 plantas avaliadas)) seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

@Analise de variancia efetuada com resultados transformados em [x+1,0, para lesdo externa e interna da haste.
®Testemunhas.
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Na Figura 3 pode-se observar a agressividade de F. tucumaniae em plantas de

FT-Cristalina inoculadas com graos de sorgo colonizados pelo patégeno.

Detalhe do sintoma tipico da
doenga a folha “carijo”

Figura 3. Sintomas observados na cultivar FT-Cristalina inoculada (vaso esquerda) com
F. tucumaniae pelo método do grdo de sorgo, e testemunha (vaso direita)
em condi¢ao de casa de vegetagao.

Na Tabela 7 estdo apresentadas as médias de porcentagem de plantulas mortas
(%PM) obtidas em variedades de soja inoculadas com Fusarium tucumaniae pelos
métodos do palito de dente (PD), disco de colbnia (DC), graos de aveia (GA) e graos de
sorgo (GS), em condigdes de casa de vegetagao (outono/inverno). De maneira geral,
em todos os tratamentos observou-se reagdo de moderada resisténcia a Fusarium
tucumaniae, com excegdo de FT-Cristalina, no tratamento em que se empregou o

método de inoculacdo de graos de sorgo colonizados, que com 68% de plantulas
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mortas, caracterizou a cultivar como moderadamente suscetivel. LEAO et al. (1998) e
FRONZA (2003), também classificaram FT-Cristalina como suscetivel a PVR. A cultivar
FT-Cristalina apresentou-se também, de maneira geral, com as maiores médias de

lesdo interna da haste, e maiores redugdes nas alturas de plantas (Tabela 6).

Tabela 7. Porcentagem de plantulas mortas (%PM)? obtidas em variedades de soja
inoculadas com Fusarium tucumaniae pelos métodos do palito de dente
(PD), disco de coldnia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS),
em condi¢des de casa de vegetagao (outono/inverno).

. PD DC GA GS
Variedades %PM Reacdo® %PM Reagdo %PM Reacdo %PM Reagdo
FT-Estrela T o™ 0 0 0
FT-Estrela 44 MR 50 MR 46 MR 42 MR
FT-CristalinaT® 0 0 0 0
FT-Cristalina 31 MR 24 MR 40 MR 68 MS
CAC-1 37 MR 20 MR 24 MR 34 MR
Conquista 32 MR 30 MR 22 MR 44 MR

Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@o%PM = (PM + PI/2 + PI"/4)100/TP, onde: PM = nimero de plantulas mortas; PI"= plantula infectada

(com necrose e avermelhamento ao redor do palito, mas com desenvolvimento normal); Pl = nimero de
l&ntulas infectadas; TP = total de plantulas inoculadas (YORINORI, 1996)

%R = Resistente: 0% a 25%PM; MR = Moderadamente Resistente: 26% a 50%PM; MS =

Moderadamente Suscetivel: 51% a 75%PM; S = Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel:

acima de 90%PM (YORINORI, 1996).

“Testemunhas.

Na Tabela 8 estdo apresentadas as médias do nivel de infeccdo de raiz de
plantulas de soja cultivadas em casa de vegetagdo (outono/inverno) e inoculadas com
Fusarium tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD), discos de colénia (DC),
graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS). Nota-se que para o tratamento em que se
utilizou o método do palito de dente, as variedades inoculadas FT-Estrela, FT-Cristalina
e CAC-1 nao apresentaram diferencas significativas entre si, apresentando maiores
valores de nivel de infecgdo. A cultivar MG/BR 46 (Conquista) apresentou o menor nivel
de infeccdo quando comparado com os demais tratamentos inoculados, e nao diferiu
significativamente das testemunhas nao inoculadas. Quando se utilizaram discos de
colénia e graos de aveia, FT-Estrela e FT-Cristalina apresentaram maiores valores de

nivel de infeccéo, diferindo significativamente dos demais tratamentos, exceto da
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cultivar Conquista. No método de grédos de sorgo n&do houve diferengas significativas
entre os tratamentos inoculados, estes diferiram apenas das testemunhas, porém FT-
Cristalina apresentou um dos maiores valores de nivel de infeccdo de raiz, em relagao
aos demais tratamentos e métodos analisados. Os resultados indicam que este método
€ um dos mais promissores, pelo nivel de infecgdo que causou nas cultivares
suscetiveis e pela %PM (Tabela 7), o que permite melhor caracterizagdo das cultivares

classificadas como suscetiveis e resistentes.

Tabela 8. Nivel de infecgdo de raiz® de plantulas de soja cultivadas em casa de
vegetacado (outono/inverno) e inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos
métodos do palito de dente (PD), disco de colbénia (DC), grédo de aveia (GA)
e grao de sorgo (GS).

Nivel de infec¢ao de raiz

Variedades

PD DC GA GS
FT-Estrela T? 1,000M®) 1,00c 1,00c 1,00b
FT-Estrela 1,64a 2,40a 2,28a 1,80a
FT-CristalinaT® 1,00b 1,00c 1,00c 1,00b
FT-Cristalina 1,82a 2,00a 2,24a 2,28a
CAC-1 1,76a 1,64b 1,64b 1,72a

_____________ Conquista ~ ~~~ 120b ~~ 200ab 188  180a

F 24,39** 18,06** 54,66** 15,20**

C.V. (%) 12,27 18,06 10,35 18,11
dms (5%) 0,34 0,59 0,34 0,57

Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@Escala de notas que varia de 1 a 3 (onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante totalmente ou
parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3= sistema radicular totalmente
necrosado).

®Medias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

“Testemunhas.

Na Tabela 9 estao apresentadas as médias de massa seca de raiz, de plantulas
de soja cultivadas em casa de vegetacao (outono/inverno) e inoculadas com Fusarium
tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD), discos de colonia (DC), graos de
aveia (GA) e graos de sorgo (GS). Nesta Tabela sao apresentadas apenas as analises
das cultivares suscetiveis, pois para estas € que se incluiram as testemunhas, ja que o
sistema radicular difere de variedade para variedade. Observaram-se diferencas

significativas somente nos tratamentos em que se utilizaram os métodos do palito de
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dente e de graos de sorgo. Para o método do palito de dente a cultivar FT-Cristalina
inoculada apresentou maior média de massa seca de raiz, 0 que deve ter ocorrido pelo
fato da inoculacdo nao ser diretamente feita no sistema radicular. J& no método de
graos de sorgo, as duas cultivares inoculadas, FT-Estrela e FT-Cristalina, apresentaram

menor média de massa seca de raiz, diferindo significativamente das testemunhas.

Tabela 9. Massa seca de raiz (g) de plantulas de soja cultivadas em casa de vegetagao
(outono/inverno) e inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos métodos do
palito de dente (PD), discos de colbnia (DC), graos de aveia (GA) e graos de

sorgo (GS).
. Massa seca de raiz (g)
Variedades D DC GA Gs
FT-Estrela T® 4,.61a" 1,302 1,32a 2,28a
____________ FT-Estrela ~ ~ 61%  116a  120a  156b
F 4,04N° 0,23N° 0,36M° 10,51*
CV(%) 22,60 37,24 24,34 18,26
____________ bmMs(¢%) ... tr 068 126 051
FT-CristalinaT® 3,09b 1,45a 1,64a 2,81a
__________ FT-Cristalina ~ ~~ 602a  11% 1172 080b
F 7,78* 1,54NS 3,38 14,47
C.V. (%) 36,46 29,16 28,50 46,36
dms (5%) 2,42 0,55 0,59 1,22

Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

®Testemunhas.

A Figura 4 ilustra a escala de notas do nivel de infeccado de raizes. Da esquerda
para direita, notas 1, 2 e 3, onde, 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante totalmente ou
parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3= sistema radicular
totalmente necrosado). Uma das dificuldades encontradas para realizar esta avaliagao
foi o fato de que as raizes inoculadas com graos de sorgo, de aveia e discos de colbnia,
apresentaram avermelhamento na parte externa da raiz pivotante, e algumas das
testemunhas também. A maneira utilizada para evitar esse erro na hora de atribuir as
notas 1 e 2, foi cortando-se longitudinalmente a raiz principal para verificar a presenca

de coloragao escura (necrose) na parte interna.
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Figura 4. Notas utilizadas para avaliagdo do nivel de infeccado de raizes. Da esquerda
para direita, notas 1, 2 e 3, onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante
totalmente ou parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias
normais; 3= sistema radicular totalmente necrosado.

Na Tabela 10 podem ser observados valores dos coeficientes de correlagao
entre nivel de infecgdo (NI), severidade dos sintomas foliares (SSF), porcentagem de
plantulas mortas (%PM), nivel de infeccdo de raiz (NIR) e massa seca de raiz (MSR),
em plantulas de soja inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o método do palito de
dente, disco de colbnia, grédos de aveia e gréos de sorgo. Nos quatro métodos avaliados
observou-se correlagao positiva e significativa a 1% de probabilidade entre NI com SSF,
%PM e NIR, entre SSF com %PM e NIR, e entre %PM com NIR. Para palito de dente
houve correlagdo positiva e significativa a 5% de probabilidade entre NIR e MSR. Para
discos de colbnia observou-se que correlagdo negativa e significativa a 1% de
probabilidade ocorreu entre NI e MSR, indicando que quanto maior o nivel de infecgao,
menor a massa seca de raiz. Correlagbes negativas e significativas a 5% de
probabilidade ocorreram entre SSF e MSR e entre %PM e MSR. No método de graos
de aveia observou-se correlagao negativa e significativa a 5% de probabilidade entre NI
e MSR, e entre SSF e MSR indicando que quanto maior o nivel de infeccédo e a

severidade dos sintomas foliares menor a massa seca de raiz. Para o método de graos
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de sorgo correlagao negativa e significativa a 1% de probabilidade ocorreu entre MSR e
todos os outros fatores avaliados.

Tabela 10. Coeficientes de correlacdo” entre nivel de infeccdo (NI), severidade dos
sintomas foliares (SSF), porcentagem de plantulas mortas (%PM), nivel de
infeccao de raiz (NIR) e massa seca de raiz (MSR), em plantulas de soja
inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o0 método do palito de dente,
disco de colbnia, gréos de aveia e graos de sorgo (outono/inverno).

Palito de dente

NI SSF %PM NIR MSR
NI 0,90**™" 0,96** 0,78** 0,30
SSF - 0,84** 0,74** 0,33
%PM 0,77** 0,30
NIR 0,42*
MSR —
Disco de colbnia
NI - 0,98** 0,97** 0,84** -0,46**
SSF - 0,99** 0,84** -0,42*
%PM - 0,86** -0,39*
NIR -0,32
MSR --=
Graos de aveia
NI 0,95** 0,95** 0,91** -0,42*
SSF - 0,92** 0,88** -0,43*
%PM -— 0,90** -0,27
NIR -0,25
MSR -
Graos de sorgo
NI 0,99** 0,99** 0,94** -0,68**
SSF - 0,99** 0,94** -0,67**
%PM -—- 0,94** -0,68**
NIR -0,56**
MSR -

*Trinta pares de dados correlacionados.
(e significativo a 1% de probabilidade.
* significativo a 5% de probabilidade.
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3. Avaliagao de métodos de inoculagdao em plantulas cultivadas em casa de
vegetacao - primaveral/verao 2005/2006

Na Figura 5 estdo apresentados os resultados de avaliagdes do nivel de infecgao
(NI) de variedades de soja cultivadas na primavera/verao, em condi¢cdes de casa de
vegetacdo inoculadas com F. tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD),
discos de colbénia (DC), gréaos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS) colonizados. Nota-
se que na 12 avaliacdo, efetuada aos 15 dias apds a inoculagdo, nos tratamentos
inoculados quase nao foram observados sintomas da doenca. No método do palito de
dente observaram-se os primeiros sintomas, sendo que na maioria dos casos reduzidos
a apenas um avermelhamento ao redor do palito de dente e auséncia de sintomas
foliares, atribuindo-se a nota 1. No decorrer de seis semanas de avaliagdes, verificou-se
evolugado baixa dos sintomas, chegando a ndao apresentar na 62 avaliagao diferencas
significativas entre as cultivares inoculadas, para todos os métodos. A baixa infec¢ao e
incidéncia da doenca podem ser atribuidas a diversos fatores. A temperatura pode nao
ter favorecido o desenvolvimento da doenga ja que em experimento conduzido no

outono/inverno a incidéncia e severidade da doenga foram maiores do que na

primavera/verao.
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Figura 5. Nivel de infec¢ao (NI)de Fusarium tucumaniae obtidas em variedades de soja
cultivadas na primavera/verao em condicbes de casa de vegetacao,
inoculadas pelos métodos do palito de dente (PD), discos de colénia (DC),
graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS) colonizados.

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados das avaliagbes da severidade dos

sintomas foliares (SSF) de variedades de soja cultivadas na primavera/verao 2005/2006

em condi¢gbes de casa de vegetagao inoculadas com F. tucumaniae, pelos métodos do

palito de dente (PD), discos de colbnia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS)

colonizados. Da mesma forma que na Figura 5 ndo ocorreu evolugdo da doenga nas

seis semanas de avaliacdes, e poucos sintomas foliares estavam visiveis.
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Figura 6. Severidade dos sintomas foliares de Fusarium tucumaniae obtidas em
variedades de soja cultivadas na primavera/verao em condigdes de casa de
vegetacao, inoculadas pelos métodos do palito de dente (PD), discos de
colénia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS) colonizados.

As comparacdes de médias de comprimento (cm) da lesdo externa (LE), lesdo
interna (LI), altura (cm) de plantas (AL) dos quatro tratamentos testados estdo
apresentadas na Tabela 11. Com relagéo a lesdo externa (LE) da haste, as cultivares
inoculadas pelo método do palito de dente diferiram significativamente das
testemunhas, porém todas nao diferiram entre si. Quanto a lesao interna (LI) FT-
Cristalina inoculada, CAC-1 e Conquista diferiram significativamente das testemunhas.

Nao se observaram redugdes acentuadas na altura de plantas inoculadas pelo
método do palito de dente. Nao houve diferengas estatisticas significativas entre FT-
Estrela inoculada e ndo inoculada, da mesma forma que para FT-Cristalina inoculada e
nao inoculada. Como a altura de plantas € uma caracteristica agronémica que varia de
uma cultivar para outra, sdo apresentadas na Tabela 11, apenas as analises das
cultivares suscetiveis, pois para estas é que se incluiram as testemunhas.

Ja no método do disco de colénia para lesdo externa e interna da haste nao
houve diferencas significativas entre os tratamentos inoculados e testemunhas. Com
relacdo a altura, FT-Cristalina inoculada diferiu significativamente de FT-Cristalina T
(Tabela 11), apresentando altura menor.

No método de inoculagdo com graos de aveia ndo houve diferengas estatisticas
significativas entre as LE das variedades, assim como ocorreu para o método de disco

de colénia. Nestes métodos o indéculo € colocado na terra, mais préximo do sistema
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radicular, local afetado pela doenga, bem diferente do método do palito de dente onde o
in6culo entra em contato direto com os feixes vasculares das plantas, e assim causa a
lesdo interna e externa, mesmo que as vezes esta seja pequena. Ja para leséo interna
(LI), FT-Estrela apresentou a maior LI, diferindo significativamente das demais
cultivares, com excec¢ao de FT-Cristalina. Para altura de plantas, ndo observaram-se
diferencgas estatisticas significativas entre os tratamentos.

No método de graos de sorgo, ndo houve diferengas estatisticas significativas
entre LE e LI das variedades, assim como ocorreu para o método de disco de coldnia e
graos de aveia. Com relagdo a altura de plantas FT-Cristalina nao diferiu de sua
testemunha, ja FT-Estrela testemunha diferiu significativamente de FT-Estrela

inoculada.

Tabela 11. Comprimento (cm) da lesdo externa (LE), lesdo interna (LI) e altura (cm) (AL) de
plantulas de soja cultivadas em casa de vegetacgao (primavera/verao) e inoculadas
com Fusarium tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD), disco de
colénia (DC), gréo de aveia (GA) e grao de sorgo (GS).

Discos de

Palito de Dente colbnia Graos de aveia Graos de sorgo
Variedades LE LI LE LI LE LI LE LI
FT-Estrela T 0,34b™ 0,69b 0,00a 0,00a 0,00a 0,00b 0,00a 0,00a
FT-Estrela 1,91a 2,43ab 0,22a 0,44a 0,14a 1,32a 0,00a 0,00a
FT-CristalinaT® 0,22b 049 0,83a 0,34a  0,00a 0,00b 0,00a 0,00a
FT-Cristalina 1,94a 5,24a 0,32a 0,81a 0,08a 0,32ab 0,00a 0,00a
CAC-1 158a  3,44a 0,00a 0,00a 0,02a 0,00b 0,08a 0,08a
____Conquista 143a  361a  034a 060a 050a 004b | 0,04a  0,04a
F®@ 4854* 987 1,00 1,32% 211" 3,92** 3,05* 3,05*
C.V. (%) 5,94 19,41 20,08 20,99 11,13 19,22 2,12 2,12
dms (5%) 0,17 0,69 0,44 0,47 0,23 0,41 0,04 0,04
Variedades AL AL AL AL
FT-Estrela T 81,56a 108,56a 104,08a 101,68b
______ FT-Estrela ~ 7332a 10488  10992a 116,752
F 0,91™ 0,58"° 3,13% 10,92*
C.V. (%) 17,61 7,16 4,88 6,60
dms (5%) 19,88 11,13 7,62 10,51
FT-CristalinaT® 74,52a 132,52a 116,62a 116,44a
_____ FT-Cristalina ~ 7411a  10372b ~~ 12468a  12546a
F 0,03"° 14,94** 1,43 2,51
C.V. (%) 4,71 9,97 8,83 7,45
dms (5%) 5,10 17,18 15,53 13,13

"IMédias (de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)) seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

@Analise de variancia efetuada com resultados transformados em [x+10, para lesdo externa e interna da haste.
®Testemunhas.
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Na Tabela 12 estdo apresentadas as meédias de porcentagem de plantulas
mortas (%PM) obtidas em variedades de soja inoculadas com F. tucumaniae pelos
métodos do palito de dente (PD), disco de colbénia (DC), graos de aveia (GA) e graos de
sorgo (GS), em condigbes de casa de vegetagdo. De maneira geral, em todos os
tratamentos observou-se reagao de resisténcia a F. tucumaniae, com excec¢ao de CAC-
1 e MG/BR 46 (Conquista), no tratamento em que se empregou o método de inoculagéo
do palito de dente colonizado, que com 28 e 31% de plantulas mortas, respectivamente,
caracterizou as cultivares como moderadamente suscetivel. Mas como ja foi dito os

niveis de incidéncia da doenga foram muito baixos nesta época de inoculagao.

Tabela 12. Porcentagem de plantulas mortas (%PM)? obtidas em variedades de soja
inoculados com Fusarium tucumaniae pelos métodos do palito de dente
(PD), disco de colbénia (DC), graos de aveia (GA) e graos de sorgo (GS),
em condi¢des de casa de vegetacao (primavera/verao).

Vari PD DC GA GS
ariedades — — — —
%PM Reacdo® %PM Reacdo %PM Reac3o %PM Reagdo
FT-Estrela T% 3™ R 0 0 0
FT-Estrela 25 R 4 R 2 R 0 -
FT-CristalinaT® 0 10 R 0 0
FT-Cristalina 25 R 14 R 6 R 6 R
CAC-1 28 MR 0 - 0 --- 0 ---
Conquista 31 MR 4 R 4 R 4 R

Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@opPM = (PM + PI/2 + PI"/4)100/TP, onde: PM = numero de plantulas mortas; PI’= plantula infectada

(com necrose e avermelhamento ao redor do palito, mas com desenvolvimento normal); Pl = nimero de
lantulas infectadas; TP = total de plantulas inoculadas (YORINORI, 1996)

R = Resistente: 0% a 25%PM; MR = Moderadamente Resistente: 26% a 50%PM; MS =

Moderadamente Suscetivel: 51% a 75%PM; S = Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel:

acima de 90%PM (YORINORI, 1996).

“Testemunhas.

Na Tabela 13 estdo apresentadas as médias do nivel de infecgdo de raiz de
plantulas de soja cultivadas em casa de vegetagao (primavera/verao) e inoculadas com
F. tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD), discos de col6nia (DC), graos de
aveia (GA) e graos de sorgo (GS). Nota-se que para o tratamento em que se utilizou o
método do palito de dente, a variedade inoculada FT-Cristalina apresentou diferengas

significativas com relagdo as demais variedades, apresentando maior valor de nivel de
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infeccdo. Para o tratamento em que se utilizaram discos de colonia, MG/BR 46
(Conquista) e FT-Cristalina apresentaram maiores niveis de infec¢do, diferindo
significativamente das testemunhas, mas n&o das outras variedades inoculadas. No
método de grdos de aveia FT-Estrela e FT-Cristalina apresentaram maiores niveis de
infecgao, diferindo significativamente das demais variedades, exceto de MG/BR 46
(Conquista), que por sua vez nao diferiu das testemunhas e de CAC-1. Para graos de
sorgo a cultivar MG/BR 46 (Conquista) apresentou maior nivel de infecg¢ao, diferindo de
CAC-1 e das testemunhas, porém néo diferiu de FT-Estrela e FT-Cristalina inoculadas.

Estas duas cultivares nao diferiram das testemunhas e de CAC-1.

Tabela 13. Nivel de infeccdo de raiz® de plantulas de soja cultivadas em casa de
vegetacao (primavera/verao) e inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos
métodos do palito de dente (PD), disco de colbénia (DC), grédo de aveia (GA)
e grao de sorgo (GS).

Nivel de infecgao de raiz (NIR)

Variedades
PD DC GA GS
FT-Estrela T 1,00p" 1,000 1,00b 1,08b
FT-Estrela 1,12b 1,48ab 1,28a 1,36ab
FT-CristalinaT® 1,00b 1,00b 1,00b 1,00b
FT-Cristalina 1,44a 1,56a 1,32a 1,28ab
CAC-1 1,04b 1,24ab 1,00b 1,24b
_____ Conquista 108 152 112 1728
F 10,42** 4,98** 5,63** 5,45**
C.V. (%) 10,47 19,86 12,41 18,92
dms (5%) 0,23 0,50 0,27 0,47

Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@Escala de notas que varia de 1 a 3 (onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante totalmente ou
parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3= sistema radicular totalmente
necrosado).

®Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

“Testemunhas.

Na Tabela 14 estdo apresentadas as médias de massa seca de raiz, de plantulas
de soja cultivadas em casa de vegetacdo (primavera/verdo) e inoculadas com F.
tucumaniae, pelos métodos do palito de dente (PD), discos de colonia (DC), graos de
aveia (GA) e graos de sorgo (GS). Nesta Tabela sdo apresentadas as analises das

cultivares suscetiveis, pois para estas € que se incluiram as testemunhas, ja que o
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sistema radicular difere de variedade para variedade. Observaram-se diferencas
significativas somente nos tratamentos em que se utilizaram os métodos do palito de
dente e de graos de sorgo, para a cultivar FT-Estrela, tendo sempre a variedade
inoculada apresentado menor média de massa seca de raiz. Ja para a variedade FT-
Cristalina os meétodos do palito de dente, disco de colbnia e grdos de sorgo
apresentaram diferencas estatisticas significativas. A variedade inoculada apresentou
sempre menor média de massa seca de raiz, diferindo significativamente da
testemunha. Se forem analisados os valores da massa seca das raizes entre os
tratamentos, nota-se que os valores no método de palito de dente é sempre maior, isto
deve ocorrer pelo fato de neste método o indéculo ndo ser colocado diretamente em

contato com o sistema radicular.

Tabela 14. Massa seca de raiz (g) de plantulas de soja cultivadas em casa de
vegetacao (primavera/verao) e inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelos
métodos do palito de dente (PD), discos de colbénia (DC), graos de aveia
(GA) e graos de sorgo (GS).

Massa seca de raiz (MSR) (g)

Variedades
PD DC GA GS
FT-Estrela T® 4,923 2,24a®@ 2,45a 3,10a
.. FTEstela 345b 206a 199 18%
F 5,37* 0,29 1,77N 8,04*
CV(%) 23,87 24,50 25,16 26,93
o DMS(5%) 146 | 077 081 098
FT-CristalinaT® 5,08a 3,16a 2,35a 3,62a
____________ Fl-Cristalina___ 327b  176b 188 255
F 6,26* 10,74* 0,47"° 10,31*
C.V. (%) 27,42 27,62 51,93 17,13
dms (5%) 1,67 0,99 1,60 0,77

)Média de 5 repeticdes (25 plantas avaliadas)

@Medias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

®Testemunhas.

Na Tabela 15 podem ser observados os valores dos coeficientes de correlagao
entre nivel de infecgao (NI), severidade dos sintomas foliares (SSF), porcentagem de
plantulas mortas (%PM), nivel de infecgdo de raiz (NIR) e massa seca de raiz (MSR),

em plantulas de soja inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o metodo do palito de
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dente, disco de coldnia, grédos de aveia e grédos de sorgo. No método do palito de dente
houve correlagao positiva e significativa a 1% de probabilidade da %PM com NI e SSF.
Entre %PM e MSR houve correlagdo negativa e significativa a 1% de probabilidade.
Também houve correlagdo positiva e significativa a 5% de probabilidade de NIR com
%PM e NI. Correlagdo negativa e significativa a 5% de probabilidade ocorreu entre
MSR com NI e NIR. Para o método de discos de colbnia observou-se correlagao
positiva e significativa a 1% de probabilidade de NI com SSF, %PM e NIR; de SSF com
%PM e NIR, e de %PM com NIR. Correlagdo negativa e significativa a 1% de
probabilidade ocorreu entre NI e MSR, indicando que quanto maior o nivel de infeccao,
menor a massa seca de raiz. Para graos de aveia e de sorgo observou-se correlagao
positiva e significativa a 1% de probabilidade de SSF com NI e %PM, e de NI com
%PM. Para o método de graos de sorgo ainda houve correlagdo negativa e significativa
a 1% de probabilidade de NIR com MSR, indicando que quanto maior o nivel de

infeccao de raiz, menor a massa seca de raiz.
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Tabela 15. Coeficientes de correlacdo® entre niveis de infecgdo (NI), severidade dos

sintomas foliares (SSF), porcentagem de plantulas mortas (%PM), nivel de
infeccdo de raiz (NIR) e massa seca de raiz (MSR), em plantulas de soja
inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o método do palito de dente,
disco de colbnia, graos de aveia e grdaos de sorgo (primavera/verao).

Palito de dente

NI SSF %PM NIR MSR
NI 0,33 0,96*+" 0,39* -0,42*
SSF 0,52** -0,11 -0,08
%PM 0,35* -0,49**
NIR - -0,39*
MSR
Disco de colbnia
NI 0,97** 0,85** 0,58** -0,18
SSF 0,85** 0,53** -0,17
%PM 0,55** -0,03
NIR --- -0,55**
MSR
Graos de aveia
NI 1,00** 1,00** 0,19 -0,03
SSF 1,00** 0,13 0,01
%PM 0,13 0,01
NIR -0,24
MSR
Graos de sorgo
NI 0,98** 0,96** 0,15 -0,18
SSF 0,98** 0,20 -0,20
%PM 0,19 -0,25
NIR --- -0,60**
MSR

*Trinta pares de dados correlacionados.
(** significativo a 1% de probabilidade.

*

significativo a 5% de probabilidade.

Em funcdo da PVR apresentar um progresso estritamente relacionado a sua

etiologia e epidemiologia, ainda ha uma dificuldade para explicar a variacédo do

aparecimento dos sintomas com os fatores ambientais, estadio da cultura e praticas de
manejo (SCHERM & YANG, 1996). Este fato decorre do estabelecimento da doenca ser

influenciado pelas condigdes de umidade e temperatura do solo. Neste sentido,

variagbes na resisténcia de cultivares de soja podem ser consideradas situagdes de

escape determinando uma dificuldade adicional no manejo visando ao controle da PVR.
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Os dados agrometeorologicos de Jaboticabal retirados de dados historicos no
site do INPE/CPTEC 2007 (BRASIL, 2007), do periodo em que foi inoculado o
experimento de primavera/verdao 2005/2006, em casa de vegetagdo, até a ultima
avaliagao (média de 47 dias, nos meses de novembro e dezembro de 2005 e janeiro de
2006, dados coletados de 3 em 3 horas) foram os seguintes: temperatura do ar
23,54°C; temperatura maxima 29,49°C; temperatura minima 19,43°C e umidade relativa
do ar 79,56%. No época de outono/inverno 2005 (meses agosto e setembro), obtendo-
se como média de 50 dias, dados coletados de 3 em 3 horas, a temperatura do ar foi de
22,26°C, temperatura maxima de 30,13°C, minima de 15,63°C e umidade relativa de
59,04%. Segundo SCHERM & YANG (1996) condi¢des de alta umidade do solo (cerca
de -0,003 a -0,01MPa) e temperaturas amenas foram favoraveis ao desenvolvimento da
doenca, sendo que temperaturas em torno de 15°C favoreceram o desenvolvimento dos
sintomas nas raizes e, entre 22 a 24°C, na parte aérea. Assim, areas irrigadas ou com
maior altitude parecem ser mais sujeitas a incidéncia da doenga. O efeito da
temperatura também ¢é importante para a germinagdo dos macroconidios, a qual nado
ocorre a 4°C e € maior a 25°C do que a 20 ou 30°C (LI et al., 1998).

Os dados obtidos neste estudo permitem afirmar que no outono/inverno 2005 a
amplitude térmica foi maior, e isto deve ter favorecido a maior incidéncia da doenca
nesta época do ano quando compara-se com a primavera/verao 2005/2006.

Embora alguns métodos utilizados tenham se mostrado eficientes para avaliar a
reacao de cultivares de soja a PVR, deve-se levar em consideragao que, em fungéo de
variaveis ainda ndo bem conhecidas, os resultados obtidos em casa de vegetacao

muitas vezes nao correspondem aos resultados de campo.
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CONCLUSOES

O estudo de diferentes metodologias de inoculagdo, em plantulas de soja,
visando a caracterizagdo de reagdes de resisténcia de cultivares de soja a F.
tucumaniae, em casa de vegetacao — outono/inverno 2005, mostrou-se promissor, pois
houve a infecgao das plantas, principalmente das variedades suscetiveis, e os sintomas
tipicos da doenca ocorreram em todos os métodos utilizados. Na primavera/verao
05/06, observou-se baixa infecgao das plantulas, e os sintomas tipicos da doenga foram
pouco observados nos métodos utilizados, principalmente quando comparados com o
experimento montado na época do outono/inverno 2005, que infectou as variedades
suscetiveis.

FT-Cristalina apresentou maior nivel de infecgdo da planta e da raiz, menor
massa seca de raiz, e maior %PM, dando reacdao de moderada suscetibilidade, para o
método de grados de sorgo, na época de outono/inverno 05.

No caso das folhas destacadas observou-se que FT-Estrela acondicionada no
solo a 23°C, e inoculada pelo método de graos de aveia, apresentou maior nivel de
infecgao, constituindo-se em método promissor de inoculagao.

Pelo estudo tem-se que a melhor época para o desenvolvimento de estudos que
envolvam a inoculacédo de F. tucumaniae em soja, em regides de clima semelhante ao
de Jaboticabal/SP, é a do outono/inverno. Na época de primavera/verao, além de nao
se conseguir a reproducado de sintomas na maioria das plantas inoculadas, tanto de
cultivares resistentes como suscetiveis, tém sido constante a ocorréncia de ferrugem
asiatica tanto em condigdes de casa de vegetacdo como em folhas destacadas, o que

dificulta o desenvolvimento do trabalho e as avaliagbes dos sintomas.
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CAPITULO 4. REAGAO DE CULTIVARES DE SOJA A Fusarium tucumaniae
AVALIADAS EM FOLHAS DESTACADAS E EM CASA DE
VEGETACAO

RESUMO - Avaliou-se a reagao das cultivares de soja, IAS-5, FT-Cometa, CAC-1,
Monarca e MG/BR 46 (Conquista) consideradas resistentes, e de FT-Estrela e FT-
Cristalina, suscetiveis a F. tucumaniae. Foram inoculadas plantulas e folhas destacadas
através do método de graos de sorgo e graos de aveia, respectivamente, em ambientes
de 15°C e 25°C. As avaliagbes de severidade da doenca foram efetuadas
semanalmente, utilizando-se escalas de notas tanto para sintomas observados na parte
aérea das plantulas como para o sistema radicular, e também através da porcentagem
de plantulas mortas. Avaliaram-se também a altura de plantas, comprimento da leséo
externa e interna da haste. A relagdo das cultivares, em ordem crescente de
porcentagem de plantas mortas, foi CAC-1 (47%), Monarca (60%), Conquista (61%),
IAS-5 (64%), FT-Cristalina (84%), FT-Cometa (86%) e FT-Estrela (90%). Em folhas
destacadas, inicialmente, o patégeno infectou tecidos das regides préximas ao peciolo,
tendo as cultivares Conquista, IAS-5 e FT-Estrela, apresentado maiores niveis de

infecgdo quando mantidas a 25°C.

Palavras-chave adicionais: Sindrome da morte subita, Podriddo Vermelha da raiz,

Fusarium solani f. sp. glycines, Glycine max (L.) Merrill.
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INTRODUCAO

A podriddo vermelha da raiz da soja (PVR) é uma das doengas mais
preocupantes dentre as que ocorrem atualmente em soja no Brasil devido a sua
dificuldade de controle. A doenga € causada por um fungo de solo, Fusarium solani f.
sp. glycines, que hoje, no Brasil, € denominado como Fusarium tucumaniae
(EMBRAPA, 2006), e foi observada pela primeira vez no nosso pais na safra 1981/82
em Sado Gotardo - MG (YORINORI et al., 1993). Esta doenga tem apresentado
crescente aumento em area e severidade desde sua constatacdo (EMBRAPA, 2006).

O sintoma de infecgdo na raiz inicia-se com uma mancha avermelhada, mais
visivel na raiz principal e geralmente localizada um a dois centimetros abaixo do nivel
do solo. A lesdo expande, circundando a raiz que passa a apresentar coloracdo
castanho avermelhado escuro. A necrose situa-se no tecido cortical, enquanto o lenho
da raiz adquire uma coloragao castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso da
haste a varios centimetros acima do nivel do solo. A interferéncia no sistema de
absor¢ao e de translocacéo da agua e sais minerais induz a formagao do sintoma foliar
tipico de folha “carij6”, com manchas cloréticas e necroticas internervais (EMBRAPA,
2006). A doenga é mais severa em baixas temperaturas e alta umidade (SCHERM &
YANG, 1996).

Informacgdes disponiveis até o momento indicam que, com excecgao de cultivares
resistentes, nenhuma pratica agronémica tem sido adequada para reduzir o impacto da
doenca. A rotacédo de cultura com o milho ou a cobertura com milheto ndo controlam a
doenca. Além disso, safras chuvosas e semeadura direta favorecem a incidéncia da
doenca (EMBRAPA, 2006).

Por ser causada por um fungo de solo e pela expressdo dos sintomas ser
influenciada pelas condicdes edaficas e climaticas, muitos pesquisadores tém avaliado
a reacao de variedades a PVR no proprio campo, instalando experimentos em diversos
locais. Outros, porém, tém utilizado diversas metodologias de inoculagao artificial e
avaliacdo dos sintomas em ambientes controlados; no entanto, uma metodologia

precisa e segura ainda nao foi desenvolvida, havendo controvérsias na indicagédo do
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método mais adequado para avaliagdo de gendtipos nos programas de melhoramento
visando desenvolver cultivares mais resistentes a PVR (FRONZA, 2003).

O uso de graos de sorgo colonizados para se proceder a inoculagédo durante a
semeadura tem reduzido a variabilidade dos resultados, tornando possivel a realizagao
de analises de rotina em casa de vegetacao (RUPE, 1999). Desta forma, este é o
meétodo que se apresenta como o mais promissor para a avaliacdo de genotipos
utilizando inoculagao artificial (FRONZA, 2003).

A cultura da folha destacada, definida como a manutencido de folhas vivas por
um certo periodo apds ter sido destacada da planta mae (TUITE, 1969; YARWOOD,
1946) é uma técnica que apresenta vantagens quanto a economia de espacgo, de
material vegetal e de indculo; facilidade de controle e manipulagdo de fatores
ambientais; reducido na contaminagao; uniformidade experimental; facilidade e exatidao
nas observacdes, uma vez que se pode examinar o material sob microscépio sem
prejudicar a cultura; eliminagéo quanto a necessidade de luz quando o cultivo é feito em
solugdo de sacarose; crescimento exuberante de alguns parasitas obrigatérios como
ferrugem e oidios (HENESSY, 1970; HOOKER, 1966; MIGNUCCI, 1978; TUITE, 1969;
YARWOOD, 1946). Assim fitopatologistas comegaram a utiliza-la para testes de
inoculagao e estudos de fisiologia de parasitismo (YARWOOD, 1946).

Mais recentemente, FRANCO (2004) testou a viabilidade da técnica da folha
destacada para determinagdo da reacdo de gendtipos de soja a SMS (sindrome da
morte subita), e obteve resultados que evidenciaram que F. tucumaniae infecta a folha
destacada enraizada inoculada pelo método do palito de dente, provocando morte do
peciolo e amarelecimento gradual da folha a partir da base. Entretanto o método do
palito de dente nem sempre caracterizou a maior suscetibilidade da cultivar FT-Estrela
em relagéo a cultivar MG/BR 46 (Conquista) considerada resistente. O autor concluiu
que o emprego da técnica da folha destacada podera ser promissor nos estudos de
determinacdo de reagdes de variedades de soja a F. tucumaniae com ajustes de

metodologia.
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Desse modo, no presente trabalho, foram avaliadas metodologias de inoculagao
artificial do patégeno em folhas destacadas e em pléantulas de soja, visando a

caracterizagao da reacgao das cultivares de soja a F. tucumaniae.

MATERIAL E METODOS
1.1. Reagao de cultivares de soja a F. tucumaniae avaliadas em folhas destacadas

Foram testadas sete cultivares de soja: IAS-5, FT-Cometa, CAC-1, MG/BR 46
(Conquista) consideradas resistentes (EMBRAPA, 2001) e Monarca, também tida como
resistente (ABRASEM, 2003), e, FT-Estrela e FT-Cristalina, consideradas suscetiveis
(LEAO et al, 1998; KLINGELFUSS et al, 2001a; KLINGELFUSS et al., 2007; FRONZA,
2003) a Fusarium solani f. sp. glycines.

Folhas de soja foram destacadas de plantulas cultivadas em casa de vegetagao
até o estadio V1 (FEHR & CAVINESS, 1977) e acondicionadas em placas de Petri
contendo mistura de terra, areia e vermiculita (propor¢gdo 12:4:2). A calagem e
adubacado dessa mistura foi feita de acordo com as recomendagdes de MALAVOLTA
(1980). A coleta das plantas foi efetuada no final da tarde conforme recomendacéao de
TUITE (1969). No laboratério, as folhas foram destacadas da planta, cortando-se o
peciolo imerso em agua destilada com auxilio de tesoura, sendo em seguida colocadas
em placas de Petri contendo cerca de 50 mL de terra umedecida com 20 mL de agua
destilada. O peciolo das folhas foi introduzido no solo e uma lamina de vidro foi utilizada
para evitar o contato do limbo foliar com a terra. Sob as tampas das placas de Petri foi
colocado plastico transparente para manuteng¢ao da umidade da terra.

Para o preparo do meio de cultura, discos de colénia de F. tucumaniae em BDA,
foram transferidos para meio de graos de aveia, em torno de dez dias antes de se
realizar a inoculagdo em folhas destacadas. Este procedimento foi semelhante ao
proposto por LIM (1991), que utilizou graos de aveia, seguindo-se as modificagdes
efetuadas por HARTMAN et al. (1997) e BALARDIN & RUBIN (1999), que utilizaram
graos de sorgo. Foram utilizados erlenmeyers de 250 mL, onde foram colocados cerca
de 100 cm® de grdos de aveia previamente embebidos em agua. A embebicdo foi

efetuada durante 2 horas, sendo a agua restante eliminada e os frascos contendo as
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sementes embebidas autoclavados duas vezes, durante 20 minutos a 120°C, com
intervalo de 24 horas. Apds o resfriamento, para cada erlenmeyer foram transferidos 15
discos de 5 mm de didmetro de colbnias do fungo em BDA. Em seguida adicionaram-se
10 mL de agua destilada estéril para promover melhor dispersdo dos esporos e micélio
e umedecimento dos graos de aveia. Para promover o crescimento uniforme do micélio
do fungo em torno dos gréos de aveia e para manter os graos soltos, foram agitados
periodicamente (a cada dois a trés dias). Os frascos contendo o fungo foram incubados
em camara de germinagédo a 24°C, e fotoperiodo de 12 horas. Na inoculagdo foram
utilizados dois graos de aveia, colocados em posi¢cado oposta encostados a regidao do
peciolo das folhas destacadas, com auxilio de uma pinga.

Apé6s inoculacdo as folhas destacadas foram incubadas em cadmaras de
germinagao com temperaturas ajustadas para 15°C e 25°C e fotoperiodo de 12h.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 10
repeticdes, sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri contendo duas folhas
destacadas. Foram incluidas testemunhas ndo inoculadas apenas para as cultivares
suscetiveis.

Foram realizadas trés avaliagbes, aos 13, 21 e 27 dias apds a inoculagao,
empregando-se escala de notas de 0 a 5 proposta por YORINORI (1997a) para
avaliacao do nivel de infecgao (NI) de doencas foliares, em que: 0 = sem sintomas; 1 =
tracos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 = 26 a 50% de AFI; 4 =
51 a75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

1.2. Reagao de cultivares de soja a F. tucumaniae avaliadas em plantulas

Para este ensaio em casa de vegetagdo foram testadas as mesmas sete
cultivares de soja utilizadas no ensaio com folhas destacadas.

O cultivo foi efetuado em vasos contendo a mistura de terra, areia e vermiculita
(proporgao 15:2:1), calcareada e adubada de acordo com recomendacgdes de
MALAVOLTA (1980) para a cultura da soja. A inoculagdo foi efetuada através do
meétodo de graos de sorgo colonizados pelo patégeno. O preparo dos graos de sorgo foi

semelhante ao descrito para o preparo de graos de aveia no item anterior (1.1). A
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inoculagao foi realizada no momento da semeadura, colocando-se no fundo de cada
cova (x 3cm de profundidade) cinco graos de sorgo colonizados com o patégeno. Estes
foram cobertos com uma camada de solo de cerca de 1 cm e, em seguida, semeou-se
a soja. Desta forma, os graos de sorgo ficaram 1 cm abaixo das sementes de soja,
evitando-se o contato direto destas com o in6culo. Aos 15 dias apdés a emergéncia,
apds o encharcamento do solo, foi efetuada outra inoculagdo, pressionando-se dois
graos de sorgo colonizados (a cerca de 1cm de profundidade), com o auxilio de um
bastdo de vidro, junto a regido do colo de cada planta e em posigao oposta (FRONZA,
2003).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dez repetigdes,
sendo a parcela constituida por um vaso com cinco plantulas. Testemunhas néo
inoculadas foram efetuadas apenas nas cultivares suscetiveis.

A primeira avaliacdo dos sintomas foi efetuada 15 dias apds a inoculagao,
simultaneamente a segunda inoculagdo, e as cinco avaliagdes seguintes foram
realizadas semanalmente, através de escala de notas de 0 a 5, proposta por YORINORI
(1997a), e adaptada por FRANCO (2004).

A avaliagdo também foi efetuada através da escala de notas baseada na
severidade dos sintomas foliares utilizada por HARTMAN et al. (1997) e modificada por
FRONZA (2003).

Também avaliou-se a porcentagem de plantulas mortas, contando-se plantulas
sadias, plantulas infectadas (Pl) e plantulas mortas (PM). O critério de separagao da
reagdo das variedades baseou-se na porcentagem de plantulas mortas (%PM). O
calculo da porcentagem de plantulas mortas foi feito utilizando a seguinte férmula: %PM
= (PM + PI1/2)100/TP, onde: PM = numero de plantulas mortas; Pl = numero de
plantulas infectadas; TP = total de plantulas inoculadas. A reacido das variedades foi
discriminada em cinco categorias, conforme a porcentagem de plantulas mortas (%PM),
de acordo com o seguinte critério: R = Resistente: 0% a 25%PM; MR = Moderadamente
Resistente: 26% a 50%PM; MS = Moderadamente Suscetivel: 51% a 75%PM; S =
Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel: acima de 90%PM. Esta forma de
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avaliacdo da reacdo de plantulas a F. tucumaniae foi baseada na proposta de
YORINORI (1996) para avaliagéo do cancro da haste.

Apoés esta avaliacdo de reacdo de plantulas, foi medida a altura das plantas e o
comprimento da lesdo externa e interna da haste, com auxilio de uma régua graduada.
Realizou-se também a avaliagdo dos sintomas presentes na raiz, através de uma
escala de notas de 1 a 3 (onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante total ou
parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3= sistema radicular
totalmente necrosado). Para isso efetuou-se a lavagem das raizes em agua corrente,
em seguida a avaliacao visual e posteriormente a secagem em estufa, para obtengao

da massa seca da raiz por parcela experimental.

2. Analises estatisticas dos resultados

Os resultados obtidos, em casa de vegetacao e folhas destacadas, foram
submetidos a analises de variancia pelo teste F, e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No experimento com folhas destacadas utilizou-se o esquema fatorial 9 x 2 com
nove tratamentos (sete cultivares + duas testemunhas representadas por duas

cultivares suscetiveis nao inoculadas) e duas temperaturas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1. Reagao de cultivares de soja a F. tucumaniae avaliadas em folhas destacadas

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados do nivel de infeccao de F.
tucumaniae obtidos em folhas destacadas de sete cultivares de soja inoculadas pelo
método de graos de aveia, incubadas em solo em duas temperaturas. Observou-se que
na terceira avaliacdo as cultivares inoculadas nao diferiram significativamente entre si,
apenas das testemunhas. Houve amarelecimento de algumas testemunhas, o que
dificultou a interpretacdo dos resultados. Embora a folha de soja sobreviva e enraize em

alto percentual, pode ocorrer morte prematura, sem que se consiga detectar a causa,
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que permita fazer os devidos ajustes para futuros ensaios. Como relatado por
YARWOOD (1946) uma das desvantagens do método da folha destacada é a baixa
sobrevivéncia das folhas. Com relacdo a temperatura, a que favoreceu o
desenvolvimento dos sintomas da doenca foi a de 25°C, desde a primeira até a terceira

avaliacao.

Tabela 1. Nivel de infecgéo(” de Fusarium tucumaniae obtidos em folhas destacadas,
de sete cultivares de soja inoculadas pelo método de graos de aveia e
incubadas em solo em duas temperaturas.

12 Avaliagao 22 Avaliagao 32 Avaliagao
Tratamentos (A) 13 DAI® 21 DAI 27 DAI
CAC-1 1,95ab® 2,90ab 3,08ab
Conquista 2,45a 3,48a 3,93a
FT-Cometa 2,38a 3,08a 3,48a
Monarca 1,95ab 2,98a 3,53a
FT-Estrela T® 1,60b 2,23b 2,33b
FT-Estrela 2,48a 3,20a 3,45a
FT-Cristalina T® 0,25¢ 1,00¢c 1,23c
FT-Cristalina 2,37a 3,15a 3,45a
ASS o 28% 358a . 400a
F@ 22,23** 16,90** 17,71%
dms (5%) 0,24 0,28 0,29
Temperatura (B)
15°C 1,42b 2,07b 2,45b
25°C 2,57a 3,61a 3,87a
F® 88,74** 92,83** 72,55**
dms (5%) 0,07 0,82 0,08
Interagoes
Teste FAXxB 7,73%* 3,77 3,69**
C.V. (%) 14,11 14,57 14,37

MMedias (de 10 repeticdes) apresentadas em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI
(1997a)), onde 0 = sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFI); 2 = 11 a 25% AFI; 3 =
26 a 50% de AFI; 4 =51 a 75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

@DAI = Dias apos a inoculagao

®Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

“®Analise de variancia efetuada com resultados transformados em /x + 1.0.

®Testemunhas

Na Tabela 2, em que se apresenta a interacdo tratamentos dentro de
temperaturas na primeira, segunda e terceira avaliagdes, pode-se notar que, na

primeira avaliacdo, o nivel de infeccdo em folhas destacadas, para a maioria das
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variedades testadas, foi superior em ambiente a 25°C. Analisando-se tratamentos
dentro de cada temperatura percebeu-se que a 15°C, FT-Cometa apresentou maior
média de nivel de infecgdo, porém nao diferiu significativamente das demais cultivares,
exceto das testemunhas. A 25°C, FT-Estrela foi mais afetada, mas diferiu
significativamente apenas da cultivar Monarca e da testemunha FT-Cristalina. Nas
segunda e terceira avaliagdo, pode-se notar que o nivel de infeccdo em folhas
destacadas, para a maioria das variedades testadas, foi superior em ambiente a 25°C,
assim como ocorrido na primeira avaliacdo. Quando se analisa tratamentos dentro de
cada temperatura percebe-se que a 15°C, IAS-5 apresentou maior média de nivel de
infeccdo, porém nao diferiu significativamente das demais cultivares, exceto das
testemunhas. A 25°C, FT-Estrela, IAS-5 e MG/BR 46 (Conquista) apresentaram médias
superiores de nivel de infecgdo, porém sé diferiram significativamente da testemunha
FT-Cristalina.

Tabela 2. Nivel de infecgao'" de Fusarium tucumaniae em folhas destacadas de soja,
na interagao de tratamentos dentro de temperaturas na primeira, segunda e
terceira avaliagoes.

Temperaturas (B)

Tratamento (A) 12 Av. . 22 Av. F 32 Av. F
15°C 25°C 15°C 25°C 15°C 25°C
CAC-1 1,45Ba® 245Aab  7,72**  2,35Ba  3,45Aa 4,55* 2,60Aa 3,55Aab  2,86"°
Conquista 2,00Ba 2,90Aab  546*  2,75Ba  4,20Aa  7,64*  325Ba 4,60Aa 5,85*
FT-Cometa 2,25Aa 2,50Aab 0,50  2,80Aa  3,35Aa 1,10  3,15Aa  3,80Aa 1,428
Monarca 1,85Aa  2,05Ab 0,19%  250Aa  345Aa 347"  320Aa 3,85Aa 1,32N8
FT-Estrela T 0,00Bb 3,20Aab 87,15** 0,60Bb  3,85Aa 53,16 0,80Bb 3,85Aab 43,38**
FT-Estrela 1,35Ba  3,60Aa  33,14* 2,15Ba  4,25Aa 16,15 2,60Ba 4,30Aa 9,54**
FT-Cristalina T 0,00Ab 0,50Ac 2,95  0,00Bb 2,00Ab  2580* 0,10Bb 2,35Ab  29,80**
FT-Cristalina 1,85Ba 2,90Aab  6,82** 2,60Ba  3,70Aa 446*  295Aa 3,95Aa 3,17\
JASS . 205Ba__ 305Aab 667" _290Ba 425Aa 672  340Ba_ 460Aa 478"
F® 16,52** 13,44** 15,58** 5 11** 1747 4,24*
dms A dentro B 0,21 0,39 0,40
dms B dentro de A 0,33 0,25 0,25

MMedias (de 10 repeticdes) do nivel de infeccdo em escala original, de 0 a 5 (proposta por YORINORI
(1997a)), onde 0 = sem sintomas; 1 = tragos a 10% de area foliar infectada (AFl); 2 = 11 a 25% AFI; 3 =
26 a 50% de AFI; 4 =51 a 75% AFI; 5 =76 a 100% AFI.

@Medias seguidas pela mesma letra mailuscula na linha e minuscula na coluna, n&o diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

®) Analise de variancia efetuada com resultados transformados em /x + 1.0.

@Testemunhas.
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1.2. Reagao de cultivares de soja a F. tucumaniae avaliadas em plantulas
1.2.1. Avaliagao dos sintomas da parte aérea
Nivel de infecgao (NI)

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados de avaliagdes do nivel de infecgao
(NI) de variedades de soja cultivadas no outono/inverno, em condicbes de casa de
vegetacdo inoculadas com F. tucumaniae, pelo método de graos de sorgo (GS)
colonizados, e os dados analisados, da sexta avaliacdo, estado apresentados na Tabela
3. Na 12 avaliacdo, efetuada aos 15 dias apds a inoculagdo, ndo foram observados
sintomas foliares da doenca. No decorrer de seis semanas de avaliagdes, verificou-se
evolugdo dos sintomas, sendo que na 62 avaliagdo, observaram-se diferencas
estatisticas significativas entre as cultivares inoculadas, tendo as cultivares FT-Estrela,
FT-Cristalina e FT-Cometa atingido as maiores médias de niveis de infecgdo, e CAC-1
a menor. Um aspecto importante deve ser ressaltado. No decorrer da experimentacgao,
foi observado que as condi¢des climaticas do municipio de Jaboticabal, na época de
outono/inverno, favoreceram a manifestacdo da doenca. Analisando-se os resultados
da 32 a 62 avaliagdo, verificou-se que a evolugdo dos sintomas das cultivares
classificadas como resistentes foi mais lenta do que naquelas classificadas como
suscetiveis. Essa tendéncia foi confirmada na 62 avaliagdo onde pode-se observar
maiores niveis de resisténcia em CAC-1 e Monarca, e maior suscetibilidade em FT-

Estrela e FT-Cristalina.
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FT-Cristalina === CAC-1 ==@=—_Conquista
e | AS-5 Monarca FT-Cometa

Figura 1. Nivel de infecgédo (NI), de Fusarium tucumaniae obtido em variedades de soja
cultivadas no outono/inverno em condi¢cdes de casa de vegetagao, inoculadas
pelo método de graos de sorgo (GS) colonizados.



69

Severidade dos sintomas foliares (SSF)

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados das avaliagées da severidade dos
sintomas foliares (SSF) de variedades de soja cultivadas no outono/inverno 2006 em
condigbes de casa de vegetagao inoculadas com F. fucumaniae, pelo método de graos
de sorgo (GS) colonizados, e os dados analisados, da sexta avaliagdo, estao
apresentados na Tabela 3. Os resultados obtidos através deste método de avaliagao
foram semelhantes aos anteriormente apresentados na Figura 1, confirmando a
tendéncia de maior nivel de resisténcia nas cultivares Monarca e CAC-1, e maior

suscetibilidade em FT-Estrela e FT-Cristalina.
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Figura 2. Severidade dos sintomas foliares (SSF), de Fusarium tucumaniae em
variedades de soja cultivadas no outono/inverno em condigbes de casa de
vegetacao, inoculadas pelo método de graos de sorgo (GS) colonizados.
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Tabela 3. Severidade dos sintomas foliares (SSF)" e nivel de infeccdo (NI)® de
Fusarium tucumaniae obtidos na sexta avaliacdo, em variedades de soja
cultivadas no outono/inverno em condi¢cbes de casa de vegetagao, inoculadas
pelo método de graos de sorgo (GS) colonizados.

6? avaliagao (57 dias apds a inoculagéao) SSF NI
Variedades
CAC-1 2,79c 2,70c®®
Conquista 3,52bc 3,68ab
FT-Cometa 4,44a 4,32a
Monarca 3,24bc 3,04bc
FT-Estrela T® 1,00d 0,00d
FT-Estrela 4.61a 4 57a
FT-Cristalina T® 1,00d 0,00d
FT-Cristalina 4,38a 4.46a
IAS-5 3,84ab 3,86ab
"""""""""""""" TesteF B31A3% 7364%
C.V. (%) 18,72 22,29
dms (5%) 0,85 0,94

MSeveridade dos sintomas foliares avaliado através de escala de notas de 1 a 5 (proposta por
HARTMAN et al. (1997) e modificada por FRONZA (2003))sendo que : 1=auséncia de sintomas foliares
visiveis; 2=leve desenvolvimento dos sintomas, com clorose em mosaico, e deformagdo ou
encarquilhamento dos foliolos; 3=moderado desenvolvimento dos sintomas, com clorose internerval e
necrose na borda dos foliolos; 4=elevado desenvolvimento dos sintomas, com clorose e necrose
internerval (até 50% de area foliar afetada por necrose); 5=severo desenvolvimento dos sintomas, com
clorose e necrose internerval e/ou plantas mortas ou severa restricdo no desenvolvimento das plantas (51
a 100% de area foliar afetada por necrose).
@Nivel de infeccdo avaliado através de escala de notas de 0 a 5 (proposta por YORINORI (1997a), e
adaptada por FRANCO (4)), sendo que : 0 = planta sem sintomas; 1 = tragos a 10% da planta
infectada(Pl); 2=11a25% da Pl;3=26 a50% daPl;4=51a75%daPle5=76a100% da PI.
®Medias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
robabilidade.
“Média de 10 repeticdes (50 plantas avaliadas/cultivar).
®Testemunhas.

Porcentagem de plantulas mortas (%PM)

Na Tabela 4 estdo apresentadas as médias de porcentagem de plantulas mortas
(%PM) obtidas em variedades de soja inoculados com F. tucumaniae pelo método de
graos de sorgo (GS), em condi¢gdes de casa de vegetagdo. A cultivar FT-Estrela
apresentou reacao de alta suscetibilidade (90,25%PM), FT-Cometa e FT-Cristalina se

comportaram como suscetiveis. IAS-5, Monarca e Conquista apresentaram reacio de
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moderada suscetibilidade. CAC-1, com 46,89% de plantulas mortas, foi caracterizada
como moderadamente resistente.

Em Sao Gotardo, na safra 1991/92, foi observado variacdo na expressao do
sintoma foliar entre duas cultivares. A "UFV-10" apresentou 100% das plantas
infectadas com folha “carijo”, enquanto a "CAC-1" apresentou apenas amarelecimento
prematuro das folhas, com raras ocorréncias de folha “carij6” (YORINORI, 1997b).

Através de inoculagdes artificiais (palito de dente e suspensdo de micélio +
esporos) YORINORI & NOMURA (1994) apresentaram CAC-1 como moderadamente
resistente, assim como EMBRAPA (2001) e LEAO et al (1998), também apresentaram
esta cultivar como uma das mais tolerantes a PVR.

LEAO et al. (1998) e FRONZA (2003) também verificaram que FT-Estrela e FT-
Cristalina se comportaram como mais suscetiveis a PVR.

A cultivar FT-Estrela apresentou reagdo de suscetibilidade em trabalho
apresentado por KLINGELFUSS et al. (2007).

Lesao interna (LI), e Lesao externa (LE) e altura de plantula (AL)

As comparagdes de médias de comprimento (cm) da lesdo externa (LE) e lesao
interna (LI) também estdo apresentadas na Tabela 4, onde se pode observar que houve
diferencas estatisticas significativas entre os resultados obtidos para as cultivares
inoculadas e testemunhas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A cultivar FT-
Estrela apresentou maior lesdo externa da haste, ndo diferindo de FT-Cometa, IAS-5, e
FT-Cristalina, porém diferiu de Monarca (menor lesdo externa), Conquista e CAC-1.
Com relacédo a LI, FT-Cometa e FT-Estrela apresentaram as maiores médias, e nao
diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A
cultivar Monarca apresentou a menor LI, e ndo diferiu significativamente de CAC-1, FT-

Cristalina, IAS-5 e Conquista.
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Tabela 4. Porcentagem de plantulas mortas (%PM)®, comprimento (cm) da lesdo
externa (LE) e les&o interna (LI) obtidas em variedades de soja inoculadas
com Fusarium tucumaniae pelo método de grdos de sorgo(GS), em
condi¢des de casa de vegetagao (outono/inverno).

Variedades %PM Reagao® LE LI
CAC-1 46,89 MR 4,01bcd®  10,27c
Conquista 61,00 MS 4,73bcd 16,56bc
FT-Cometa 86,00 S 11,40ab 29,20a
Monarca 60,00 MS 2,03cd 9,99c
FT-Estrela T® 0,00 0,00d 0,00d
FT-Estrela 90,25 AS 12,39a 20,47ab
FT-Cristalina T® 0,00 0,00d 0,00d
FT-Cristalina 84,00 S 7,73abc  16,17bc
IAS-5 64,00 MS 9,11abc 16,49bc

S Teste F® 8,80**  34,61*
C.V. (%) 44,99 24,02
dms (5%) 1,43 1,17

)Média de 10 repeticdes (50 plantas avaliadas/cultivar)

@o%PM = (PM + PI/2)100/TP, onde: PM = nimero de plantulas mortas; Pl = nimero de plantulas
infectadas; TP = total de plantulas inoculadas (proposta de YORINORI (1996) para avaliagdo do cancro
da haste)

®R = Resistente: 0% a 25%PM; MR = Moderadamente Resistente: 26% a 50%PM; MS =
Moderadamente Suscetivel: 51% a 75%PM; S = Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel:
acima de 90%PM (proposta de YORINORI (1996) para avaliagdo do cancro da haste).

“Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

© Analise de variancia efetuada com resultados transformados em \/x + 1,0.
©Testemunhas.

Como a altura de plantas € uma caracteristica agrondmica que varia de uma
cultivar para outra, sdo apresentadas na Tabela 5, apenas as analises das cultivares
suscetiveis, pois para estas é que se incluiram as testemunhas. As testemunhas
apresentaram média de altura de plantas superior as inoculadas, diferindo
significativamente a 5% de probabilidade, indicando que a infecgdo das plantas por F.
tucumaniae foi efetiva e provocou paralizagado ou reducao drastica no desenvolvimento
das plantas. Para HERSHMAN et al. (1990) e MELGAR & ROY (1994) a altura das
plantas parece nao ser afetada pela SMS. Entretanto, reducbes da altura ocorreram
(McLEAN & LAWRENCE, 1993) em plantas inoculadas artificialmente em casa de
vegetacao (ROY et al., 1989).
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Tabela 5. Altura (cm) (AL) de plantulas de soja cultivadas em casa de vegetacgao
(outono/inverno) inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelo método de graos
de sorgo (GS).

Variedades AL (cm)
FT-Estrela T® 66,03a®@
FT-Estrela 32,71b
Teste F 101,84
C.V. (%) 14,96
dms (5%) 6,93
FT-Cristalina T® 88,14a
FT-Cristalina 29,15b
Teste F 277,20**
C.V. (%) 13,51
dms (5%) 7,44

Media de 10 repeticdes (50 plantas avaliadas/cultivar).

@Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

®Testemunhas.

1.2.2. Avaliagao dos sintomas no sistema radicular

Na Tabela 6 estdo apresentadas as médias do nivel de infeccao de raiz de
plantulas de soja cultivadas em casa de vegetacdo (outono/inverno) e inoculadas com
F. tucumaniae, pelo método de gréos de sorgo (GS). Pode-se notar que a infecgao foi
efetiva nas variedades inoculadas, todas diferiram significativamente das testemunhas,
tendo FT-Cristalina, FT-Estrela e FT-Cometa apresentado maiores médias de niveis de
infeccdo radicular, e nao diferiram significativamente entre si. CAC-1 foi a mais
resistente, mas nao diferiu de Conquista, Monarca e IAS-5.

Na Tabela 7 estado apresentadas as médias de massa seca de raiz, de plantulas
de soja cultivadas em casa de vegetagdo (outono/inverno) e inoculadas com F.
tucumaniae, pelo método de graos de sorgo (GS). Nesta Tabela sao apresentadas as
analises das cultivares suscetiveis, pois para estas € que se incluiram as testemunhas,
ja que o sistema radicular difere de variedade para variedade. Observaram-se
diferengas estatisticas significativas entre as cultivares inoculadas e suas testemunhas,
tendo as plantulas inoculadas apresentado menor média de massa seca de raiz,
diferindo significativamente da testemunha. A expresséo dos sintomas foliares da PVR

com certeza esta relacionada ao grau de destruicdo do sistema radicular das plantas
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infectadas, prejudicando a absor¢gdo de agua e nutrientes e também sua posterior

translocacao para a parte aérea, pelos danos causados ao sistema vascular na parte
inferior das plantas.

Tabela 6. Nivel de infeccdo de raiz!" de plantulas de soja cultivadas em casa de
vegetacdo (outono/inverno) e inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelo
método de graos de sorgo (GS).

Variedades NIR
CAC-1 2,56¢%
Conquista 2,62bc
FT-Cometa 2,80ab
Monarca 2,56¢
FT-Estrela T® 1,00d
FT-Estrela 2,85ab
FT-Cristalina T® 1,00d
FT-Cristalina 2,86a
eSS 2,72abc
F 216,07**
C.V. (%) 7,04
dms (5%) 0,23

"Escala de notas que varia de 1 a 3 (onde 1= raiz sem sintoma; 2= raiz pivotante totalmente ou
parcialmente necrosada, porém com raizes secundarias normais; 3= sistema radicular totalmente
necrosado).

@Médias (de 10 repeticoes (50 plantas avaliadas/cultivar))seguidas da mesma letra, na coluna, nao
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
®Testemunhas.

Tabela 7. Massa seca de raiz (g) de plantulas de soja cultivadas em casa de vegetagao

(outono/inverno) inoculadas com Fusarium tucumaniae, pelo método de graos
de sorgo (GS).

Variedades MSR (g)
FT-Estrela T? 1,06a"
FT-Estrela 0,26b
F 115,73**
C.V. (%) 25,27
dms (5%) 0,1568
FT-Cristalina T® 0,98a
________________________________ FT-Cristaina .02
F 92,13**
C.V. (%) 27,21
dms (5%) 0,1602

Médias (de 10 repeticdes (50 plantas avaliadas/cultivar)) seguidas da mesma letra, na coluna, néo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
@Testemunhas.
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1.2.3. Andlises de correlagao

Na Tabela 8 podem ser observados os valores dos coeficientes de correlagao
entre nivel de infecgdo (NI), severidade dos sintomas foliares (SSF), porcentagens de
plantulas mortas (%PM), nivel de infeccdo de raiz (NIR), massa seca de raiz (MSR),
altura de plantas (AL), lesdo externa na haste (LE) e lesdo interna na haste (LI), em
plantulas de soja inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o método de graos de
sorgo. Observou-se correlagao significativa a 1% de probabilidade entre quase todos os
dados analisados, porém a correlagao foi negativa entre MSR e NI, SSF, %PM, NIR, LE
e LI, indicando que quanto menor a massa seca de raiz, maior sera o nivel de infecgao,
a severidade de sintomas foliares, a %plantulas mortas, o nivel de infeccao de raiz, a
lesdo externa e interna da haste; entre AL e NI, SSF, %PM, NIR, LE e LI, mostrando
que quanto menor a altura de plantas, maior sera o nivel de infec¢ao, a severidade de
sintomas foliares, a %plantulas mortas, o nivel de infecgao de raiz, a lesao externa e

interna da haste.

Tabela 8. Coeficientes de correlacdo” entre nivel de infeccdo (NI), severidade dos
sintomas foliares (SSF), porcentagem de plantulas mortas (%PM), niveis de
infeccdo de raiz (NIR), massa seca de raiz (MSR), altura de plantas (AL),
lesdo externa na haste (LE) e lesao interna na haste (LI), em plantulas de
soja inoculadas com Fusarium tucumaniae, para o0 método de grdos de

sorgo.
NI SSF %PM NIR MSR AL LE LI

NI 0,98+ 0,96** 0,94** -0,87**  -0,83*  0,58**  0,81**
SSF 0,96** 0,89** -0,84**  -0,84**  0,62*  0,83*
%PM 0,91** -0,84**  -0,80**  0,59*  0,79**
NIR -0,92**  -0,76**  0,51**  0,72**
MSR 0,76**  -0,50**  -0,67**
AL -0,56**  -0,66**
LE 0,72**

LI

*Noventa pares de dados correlacionados.
(= significativo a 1% de probabilidade.
* significativo a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 9 estdo apresentados os coeficientes de correlacdo dos niveis de
infeccdo de Fusarium tucumaniae entre casa de vegetagcao (NI CV) e folha destacada a
15°C (NI FD 15°C) e folha destacada a 25°C (NI FD 25°C), analisando-se as variedades
em conjunto. Houve correlagao positiva e significativa a 1% de probabilidade entre nivel
de infeccao foliar em casa de vegetacao e folhas destacadas, tanto a 15 quanto a 25°C,
quando se analisam as cultivares conjuntamente, porém a correlacdo foi maior na

temperatura de 15°C.

Tabela 9. Coeficientes de correlagdo” entre nivel de infecgdo em casa de vegetagéo (NI
CV), em folha destacada a 15°C (NI FD 15°C) e folha destacada a 25°C (NI
FD 25°C), em plantulas de soja inoculadas com Fusarium tucumaniae, para
0 método de graos de sorgo.

NI CV NI FD 15°C NI FD 25°C
NI CV 0,69+ 0,32**
NI FD 15°C 0,53**

NI FD 25°C -

*Noventa pares de dados correlacionados.
(e significativo a 1% de probabilidade.
* significativo a 5% de probabilidade.

1.2.4. Consideragodes finais

A inoculacdo pelo método de grdos de sorgo, em plantulas de soja, visando a
caracterizagao de reagao de resisténcia de cultivares de soja a F. tucumaniae, em casa
de vegetagao — outono/inverno 2006, resultou em infecgdo das plantas, e os sintomas
tipicos da doencga foram observados, tendo FT-Estrela alcangado a maior porcentagem
de plantas mortas (90,25%).

A expressao dos sintomas foliares da PVR deve estar relacionada com o grau de
destruicdo do sistema radicular das plantas infectadas, prejudicando a absor¢do de
agua e nutrientes e também sua posterior translocacao para a parte aérea, pelos danos
causados ao sistema vascular na parte inferior das plantas (FRONZA, 2003). As
cultivares FT-Cristalina, FT-Estrela e FT-Cometa, no experimento de casa de
vegetacdo, apresentaram maiores meédias de niveis de infecgdo radicular (Tabela 6),
maiores niveis de infeccdo foliar (NI) (Figura 1, Tabela 3) e maiores niveis de

severidade de sintomas foliares (SSF) (Figura 2, Tabela 3). Segundo NJITI et al.
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(1997a), tanto as raizes de cultivares suscetiveis quanto aquelas de -cultivares
resistentes s&o infectadas pelo patégeno, porém, a taxa de infecgdo e o
desenvolvimento dos sintomas foram menores nas variedades resistentes.

No caso das folhas destacadas inoculadas pelo método de gréos de aveia,
observou-se que F. tucumaniae infectou as folhas inoculadas, provocando
amarelecimento gradual da folha a partir da base, tendo maiores niveis de infeccéo as
cultivares Conquista, IAS-5 e FT-Estrela acondicionada a 25°C. Entretanto, houve
amarelecimento de algumas testemunhas o que leva a pensar que este método, ou ndo
€ tdo seguro ou necessita de ajustes de metodologia, para que a avaliagado da reacgao
de cultivares de soja a doencga tenha resultados mais precisos. As hipoteses que se
pode levantar para o fato ocorrido seriam um amarelecimento por senescéncia precoce
das folhas, o estado nutricional no momento da coleta das folhas e a influéncia varietal.

Houve correlagao positiva e significativa a 1% de probabilidade entre nivel de
infecgao foliar em casa de vegetagao e folhas destacadas, tanto a 15 quanto a 25°C,

porém, esta correlagao foi maior na menor temperatura.
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CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, a melhor época e método para o desenvolvimento de
estudos que envolvam a inoculagédo de F. tucumaniae em soja, em regides de clima
semelhante ao de Jaboticabal/SP, € a do outono/inverno, utilizando-se o método de
graos de sorgo colonizado pelo patdogeno. No método da folha destacada ocorre
infeccdo de F. tucumaniae, porém, nao foi possivel caracterizar reagcao das cultivares

estudadas.
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