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RESUMO

ZANELLA, E. J. Influéncia dos métodos de inoculacéo de isolados de Macrophomina
phaseolina na caracterizacéo de genotipos de feijao, milho e soja. 2018. 118 p. Dissertacédo
(Mestrado em Producéo Vegetal) — Universidade do Estado de Santa Catarina, Programa de
Pds Graduacdo em Producdo Vegetal, Lages, 2018.

A podridao cinzenta da raiz causada por Macrophomina phaseolina € uma das principais
doencas do sistema radicular de plantas de lavoura. Os objetivos deste estudo foram avaliar
métodos de inoculacdo de M. phaseolina no desenvolvimento inicial de plantas de feijoeiro
comum, soja e milho e quantificar a severidade de podridao cinzenta em raizes de gendtipos
de feijoeiro comum e seus efeitos sobre os componentes do rendimento. Os experimentos
foram conduzidos em laboratorio e casa de vegetacdo da UDESC, em Lages/SC, nos anos de
2017 e 2018. Foram utilizados isolados de M. phaseolina oriundos de raizes de feijao
(MEMR31), de soja (MEMR57) e de milho (MEMR89). Os métodos de inoculacdo testados
foram: disco de micélio (M1), suspensdo de hifas e microesclerddios incorporados ao
substrato (M2) e método misto (M3), nas cultivares de soja (BMX Turbo, BMX Lanca e
BMX Ativa), de feijoeiro comum (IPR Tangaré IPR Uirapur( e BRS Estilo) e nos hibridos de
milho (Férmula Viptera, P1630H e Status Viptera3). As avaliacGes foram realizadas aos 21
dias ap6s a emergéncia (DAE) e na maturacéo de colheita (estadio R9). As variaveis avaliadas
nos métodos de inoculacdo foram: emergéncia (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa
seca radicular (MSR) e massa seca total (MST). Na reacdo de gendétipos (ANFC 9 Agro
Norte, BRS Esteio, BRS Estilo, BRS Pérola, FTS Soberano, IPR Campos Gerais, IPR
Tangara, IPR Tuiuiu, e IPR Uirapurt e TAA Dama) foram avaliados o nimero de vagens por
planta (NVP), nimero de grdos por planta (NGP), massa de grdos por planta (MGP) e
severidade de podriddo cinzenta da raiz (SPR). O método misto (M3) apresentou maior
reducdo das variaveis para feijoeiro comum e soja. Para o milho, os métodos mais eficazes
foram o M1 e M2, ndo diferindo entre si. A cultivar de feijao BRS Estilo, o hibrido de milho
P1630H e a cultivar de soja BMX Turbo foram consideradas suscetiveis ao patdégeno em
comparacdo as demais cultivares/hibridos. A inoculacdo em feijoeiro comum resultou em
reducdo de todos os componentes do rendimento, sendo de 7,6% para NVP, de 11% para
NGP, de 12,4% para MGP e de 54,4% de MSR em relagdo a testemunha. A severidade da
podriddo cinzenta da raiz em todos os gendtipos de feijoeiro comum foi superior a 75%.
Concluiu-se que: o metodo de inoculagdo misto (M3) foi o mais eficaz em propiciar a
infeccdo de M. phaseolina, em feijoeiro comum e na soja; nas trés culturas, existem graus de
suscetibilidade contrastantes entre cultivares/hibridos, em relacdo a origem dos isolados e aos
métodos de inoculagdo; o patdégeno reduz a E, MSPA, MSR e MST, influenciando
negativamente no desenvolvimento inicial de plantas de feijoeiro comum; todos 0s genotipos
testados foram considerados suscetiveis a podridao cinzenta da raiz, acarretando em redugéo
significativa de MSR e também dos componentes do rendimento; os isolados apresentaram
grau de agressividade contrastantes, sendo o MEMR31 e o0 MEMR57 considerados mais
agressivos que o MEMR89.

Palavras chave: Podriddo cinzenta da raiz; Glycine max; Phaseolus vulgaris; Zea mays;
resisténcia genética.






ABSTRACT

ZANELLA, E. J. Influence of inoculation methods of Macrophomina phaseolina isolates
on the characterization of bean, corn and soybean genotypes. 2018. 118 p. Dissertation
(Master’s degree in Plant Production, Research area: Plant Protection and Agroecology) —
Santa Catarina State Universtity, Postgraduat program in Plant Production, Lages, 2018.

Charcoal rot caused by the fungus Macrophomina phaseolina is one of the mean diseases of
the root system of crop plants. The main goal of this study was to evaluate the methods of
inoculation of M. phaseolina and its effects on the initial development of common beans,
soybean and corn plants, also to quantify the severity of charcoal rot roots and its effects on
the compounds of yield. The experiments were performed in laboratory and under greenhouse
conditions in UDESC, in Lages/SC, in 2017 and 2018 years. Isolates of M. phaseolina from
roots of common beans (MEMR31), soybeans (MEMR57) and corn (MEMR89) were used.
The inoculations methods used were: mycelium disk (M1), suspension of hyphae and
microsclerodes incorporated into the soil (M2) and mixed method (M3). In soybeans varieties
BMX Turbo, BMX Lanca and BMX Ativa, common beans varieties IPR Tangard IPR
Uirapurd and BRS Estilo, and in hybrids of corn Férmula Viptera, P1630H and Status
Viptera3. The evaluations were realized 21 days after emergence (DAE) and in the harvest
maturation (R9 stage). In the methods experiment the parameters evaluated were: emergence
(E), dry mass of aerial part (DMAP), root dry mass (RDM) and total dry mass (TDM). In the
reaction of genotypes (ANFC 9 Agro Norte, BRS Esteio, BRS Estilo, BRS Pérola, FTS
Soberano, IPR Campos Gerais, IPR Tangara, IPR Tuiuil, e IPR Uirapurd and TAA Dama)
were evaluated foliar area (FA), number of pods per plant (NPP), number of grains per plant
(NGP), mass of grains per plant (MGP) and severity of charcoal root rot (CRR). The mixed
method (M3) showed higher reduction of variables to common beans and soybean. For corn,
the methods M1 and M2, not different from each other, were the most effective against the
M3. The variety of common beans BRS Estilo, the hybrid of corn P1630H and the variety of
soybean BMX Turbo were the most susceptible to the pathogen against the others
varieties/hybrids. The inoculation in common beans resulted in reduction of all yields
compounds being 7,6% of NPP, 11% of NGP, 12,4% of MGP, 54,4% of RDM, in comparison
of witness. The severity of charcoal root rot in all genotypes of common beans was higher
than 75%. It was conclude that: the mixed method of inoculation was the most effective to
provide the infection of M. phaseolina, into common beans and soybeans; In the three
cultures there are a degree of susceptibility between varieties/hybrids, in relation of origin of
isolates and methods of inoculation; the pathogen was responsible to reduce the E, DMAP,
RDM e TDM, negatively influencing the initial development of common beans plants; All the
genotypes tested were susceptible to charcoal rot resulting in less production of RDM and
also the compounds of yield; The isolates showed degree of contrasting aggressiveness, being
the MEMR31 and the MEMR57 considered the most aggressive against the MEMR80.

Key words: Charcoal rot; Glycine max, Phaseolus vulgaris, Zea mays, genetic resistence.
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1 INTRODUCAO GERAL

O aumento na capacidade de producédo de alimentos torna-se indispensavel em funcao
do incremento da populacdo mundial. Caso a estimativa de crescimento demografico se
mantenha constante, até 2050 serdo 9,3 bilhGes de pessoas habitando o planeta. Desta forma,
havera acréscimo na demanda de alimentos em 70% (FAO, 2017). Segundo estimativas da
Organizacdo das Nac6es Unidas (ONU, 2018), em 2018 em torno de 815 milhGes de pessoas
sofrem de subnutri¢do cronica devido a falta de acesso ao alimento.

O Brasil é o terceiro maior exportador de alimentos no mundo, ficando atras apenas
dos Estados Unidos da América (EUA) e da Unido Europeia (UE). Todavia, a Organizacdo
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2016), acredita que o pais possa
tornar-se o maior exportador mundial nos préximos anos, devido a extensa area ocupada com
pastagens que podem tornar-se lavouras comerciais. Segundo levantamento da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018), a estimativa para a safra 2017/18, ainda néo
totalmente colhida, é de 229,7 milhdes de toneladas (t) de graos.

Culturas como o feijdo, o milho e a soja sdo consideradas fontes essenciais de proteina
e energia, e constituem a base da alimentacdo de muitos paises. Estas culturas representam
trés das quatro mais produzidas no Brasil (CONAB, 2018).

Geralmente os paises que mais produzem feijdo sdo também seus maiores
consumidores, havendo, portanto, baixa comercializacdo internacional. A producdo nacional
de feijdo na safra 2017/18 (a ser finalizada) foi estimada em torno de 3,3 milhGes de
toneladas, figurando o pais como terceiro maior produtor mundial, atras apenas de India e
Myanmar. A produtividade nacional, no entanto, foi estimada em apenas 1,0 t. ha™* (CONAB,
2018; NETO; SANTOS, 2018).

O Brasil ocupa também a terceira posi¢cdo em producdo e segunda em exportacdo
mundial de milho. Os EUA, primeiro no ranking em producéo de milho, a frente da China, é
também o maior exportador do grédo (USDA, 2018a). A producao brasileira total do cereal &
aproximadamente 89 milhdes de toneladas e a produtividade média situa-se em 5,3 t. ha™
(CONAB, 2018).

A producdo brasileira de soja da safra 2017/18 situa-se em torno de 119 milhdes de
toneladas, valor que, segundo levantamento do Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA, 2018b) elegera o Brasil como maior produtor mundial da oleaginosa, além de ja ser o
maior exportador. A produtividade nacional desta cultura situa-se em torno de 3,3 t. ha™
(CONAB, 2018).
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A extensa area agricultavel, que chegou a inéditos 61,6 milhdes de hectares (CONAB,
2018), é extremamente vulneravel a reducdo de producdo em decorréncia de estresses de
carater bidtico como, por exemplo, as doencas que acometem as plantas.

Dentre as principais doencas que afetam os cultivos de feijao, milho e soja encontra-se
a podridao cinzenta da raiz ou “charcoal rot” causada pelo fungo Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid. O patdgeno infecta principalmente as raizes e hastes das plantas causando
podriddo radicular, murcha, tombamento e morte prematura (DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

Embora relatos quantificando perdas e danos decorrentes da infec¢do deste patdgeno
sejam escassos, Ferreira et al. (1979), estimaram 50% de ‘perdas’ (neste caso o termo correto
seria dano por tratar-se de reducdo na producgéo) nas cultivares tardias de soja Vicoja e Santa
Rosa, no estado do Parana na safra 1975/76. Wrather & Kending (1998), relatam danos de
1,23 milhdo de toneladas métricas na cultura da soja, na safra de 1994, em paises como
Argentina, Brasil, Canada, Paraguai e EUA. Individualmente, nos EUA, os danos atribuidos a
podridao cinzenta foram de 0,28 milhdes de toneladas métricas.

O uso de cultivar resistente é a estratégia de controle mais viavel para esse
patossistema (MAYEK-PEREZ et al., 2003; CRUCIOL; COSTA, 2018; ISHIKAWA et al.,
2018), no entanto, para as culturas do feijoeiro, do milho e da soja existem poucos trabalhos
sobre resisténcia de geno6tipos a M. phaseolina.

Os objetivos gerais deste trabalho foram: i) avaliar a eficiéncia de métodos de
inoculacdo de M. phaseolina nas culturas do feijao, milho e soja; ii) avaliar o comportamento
de gendtipos de feijoeiro comum inoculados com isolados de M. phaseolina; iii) avaliar os
componentes do rendimento e a severidade de podriddo cinzenta da raiz de genotipos de

feijoeiro comum submetidos a inoculagdo com isolados de M. phaseolina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CENARIO NACIONAL DE GRAOS

O Brasil figura em terceiro lugar como maior exportador de alimentos a nivel mundial,
ficando atras apenas dos Estados Unidos da América (EUA) e Europa (FAO, 2017). Segundo
levantamento da CONAB (2018), a estimativa para a safra 2017/18, ainda ndo totalmente
colhida, é de 229,7 milhdes de toneladas de graos.

A érea total cultivada no pais foi de 61,6 milhdes de hectares, ocorreu um acréscimo
de 1,2% ou 709,6 mil hectares em relagdo a safra 2016/17 (CONAB, 2018). A abertura de
novas areas para o cultivo de grdos esta ligada diretamente a substituicdo de areas de
pastagens degradadas pelo cultivo mecanizado, principalmente nas regiGes centro-oeste e
norte do pais.

Culturas como o feijdo, o milho e a soja séo consideradas fontes essenciais de proteina
e energia, e constituem a base da alimentacdo de muitos paises. Estas culturas juntas
representam trés das quatro mais produzidas no Brasil, sendo a soja a primeira, 0 milho a

segunda, o arroz a terceira e o feijdo a quarta (CONAB, 2018).

2.1.1 CENARIO DO FEIJOEIRO COMUM

O feijdo é um alimento rico em nutrientes e esta presente nas refeicdes diarias do
brasileiro. Alem disso, é base da fonte de renda de muitas familias que sobrevivem da
agricultura familiar. Os varios tipos de feijdo conhecidos (comum, cores, caupi, etc.) sdo
cultivados em todas as regides do Brasil (NETO; SANTO, 2018).

Geralmente 0s paises que mais produzem feijdo sdo também os maiores consumidores,
havendo, portanto, baixa comercializagdo internacional. A producdo nacional de feijdo na
safra 2017/18 (a ser finalizada) esta em torno de 3,3 milhGes de t, figurando o pais como
terceiro maior produtor mundial, atras da india e Myanmar (CONAB, 2018).

A érea total cultivada com a leguminosa na safra 2017/18 foi de 3,17 milhdes de
hectares. O feijoeiro é cultivado em trés épocas no Brasil. A 12 se estende de outubro a
dezembro, a 22 de fevereiro a marco e a 32 de abril a junho. O cultivo de feijdo na 1?2 safra foi
de 1,05 milh&o de hectares, na 22 o cultivo sofreu acréscimo de 121,3 mil hectares, em relacéo
a safra passada, chegando a 1,5 milhdo de hectares. Todavia, a area cultivada com a terceira

safra é altamente dependente dos resultados da 1% e 22 se estas forem boas em termos de
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producdo e comercializagdo, a tendéncia da 3? € diminuir em area cultivada, o inverso também
é vélido. Desta forma, a area cultivada com feijdo 32 safra neste ano sera 4,8% menor, ou 31
mil hectares a menos, totalizando 611,4 mil hectares.

A produtividade nacional estd em torno de 1,0 t por hectare. A 1% e a 32 safras nao
apresentaram grande variacdo em relacdo a safra passada, porém para a 22 safra observou-se
acréscimo de 2,2% na produtividade, chegando a 860 kg ha™ (CONAB, 2018).

Os estados do PR com 619,6, MG com 494,2 e MT com 390,8 mil t, sdo em ordem, os
maiores produtores brasileiros de feijdo (Figura 1). Juntos sdo responsaveis por 45,1% de todo
feijdo produzido no pais. No estado de SC, todavia a producdo &€ menor, 127,0 mil t,
representando apenas 3,2% da producdo nacional. As maiores produtividades foram
observadas com mesmo valor nos estados de SP e GO (2.393 kg ha™*) e no DF (2.312 kg ha™).
Novamente, SC figura com menores indices, apresentando a 5% maior produtividade nacional
(1.791 kg ha) devido a menor area cultivada com o grdo em relacdo aos demais estados
(CONAB, 2018).

Figura 1 — Mapa da producdo agricola brasileira de feijdo (12, 22 e 32 safras).

@ Conab

Companhia Macional de Abastecimento

Produgdo total de feijao

= Sem producio

[ Até 50 mil toneladas

[ 50 - 100 mil taneladas
I 100 - 200 mil toneladas
I Acima de 200 mil toneladas

Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018).
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2.1.2 CENARIO DO MILHO

O milho pertencente a familia Poaceae € um dos cereais mais cultivados no mundo. A
cultura é de origem mexicana, porém apresentou adaptacdo as condicGes de solo e clima
brasileiro, sendo até a presente data, a segunda cultura em importancia econémica do pais
(CONAB, 2018). Fonte de energia, o cereal possui extrema importancia também na
alimentacdo animal, principalmente para suinos e aves. O cultivo é estendido a todas as
regides brasileiras em primeira e segunda safra.

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, ficando atras apenas dos EUA
e da China, e 0 segundo maior exportador, sendo os EUA o primeiro (USDA, 2018a). A
producdo brasileira do cereal é baseada em 12 e 22 safras. Em conjunto, as duas safras
produziram, aproximadamente, 89 milhGes de tonelada. A 12 safra, cultivada principalmente
na regido sul do pais, representa 26,2 milhdes de t, enquanto a 22 safra, cultivada
principalmente nas regides centro-oeste e nordeste do pais, representa 62,9 milhdes de t
(CONAB, 2018).

A area cultivada com o cereal sofreu reducdo de 5,2% em relacdo a safra passada,
mesmo assim foram cultivados ainda 16,6 milhdes de hectares. A diferenca na primeira safra
foi de 5,5 para 51 milhdes de hectares, na 2% safra a queda foi maior, apresentando
decréscimo de 12,1 para 11,6 milhdes de hectares. Isto é resultado direto da expectativa de
compra e venda do mercado futuro e das condi¢bes climaticas para o0 ano subsequente, fatores
estes que sdo analisados pelos produtores na tomada de decisdo em relacdo ao tamanho da
area a ser cultivada, (CONAB, 2018).

A produtividade nacional de milho é de 5,1 t ha™*, apresentando reducéo de 8,3% em
relacdo a safra anterior. Ambas, 12 e 22 safras sofreram queda de produtividade, a 12 com 5,3%
e a 22 com 9,6% a menos que a safra 2016/17. A principal razdo para esta queda é o baixo
investimento tecnolégico dos produtores, principalmente na segunda safra, receosos com a
baixa nos precos comercializados do produto (CONAB, 2018).

Dentre os maiores produtores de milho total (12 e 22 safras), figuram os estados do MT
com 26,1, PR com 13,5 e GO com 8,4 milhdes de t (Figura 2). Estes trés estados representam
56,4% da producéo nacional do cereal. Santa Catarina, apesar de ser um dos estados que mais
demandam milho em virtude da alta producao de suinos e aves, produz apenas 2,5 milhdes de
t, representando apenas 2,9% da producdo nacional. Todavia, SC é o estado com a maior
produtividade do Brasil, apresentando média de 7.997 kg ha™, seguido do DF com 7.472 kg
ha™ e do RS com 6.628 kg ha™* (CONAB, 2018).
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Figura 2 - Mapa da producéo agricola brasileira de milho 2017/18 (12 e 22 safras).
@ Conab

Companhia Nacional de Abastecimento

Producio total de milho

[ sem producio

[ Aré 3000 mil tonaladas

[0 3.000 - 5.000 mil toneladas
20 5.000 - 15.000 mil teneladas
I Acima de 15,000 mil taneladas

Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018).

2.1.3 CENARIO DA SOJA

A soja € a principal cultura produzida no Brasil. Os usos da leguminosa sdo diversos,
desde alimentacdo humana e animal a fabricacdo de 6leos vegetais, biodiesel, entre outros.

A producdo brasileira de soja da safra 2017/18 situa-se em torno de 119 milhdes de t.
Valor que, segundo o0 USDA (2018b), elegera o Brasil como maior produtor mundial da
oleaginosa, além de ja ser o maior exportador.

A oleaginosa no Brasil foi cultivada em 35,1 milhdes de hectares, acréscimo de 3,6%
ou, 1,2 milhdes de hectares a mais em relacio a safra passada. E 0 12° aumento consecutivo
da area cultivada no pais, um total de 14,5 milhdes de hectares novos foram cultivados, este
resultado indica aumento de 69,9% em relacdo a safra de 2006/07 (CONAB, 2018).

A produtividade nacional desta cultura situa-se em torno de 3,3 t por hectare, ndo
sofrendo variacdo em relacdo a safra passada (CONAB, 2018).

Majoritariamente o maior produtor brasileiro de soja é o estado do MT com 31,8
milhdes de t, sequido do PR com 19,1 e do RS com 17,1 milhdes de t da oleaginosa (Figura

3). A producdo destes trés estados em conjunto representa 57,6% da producdo nacional. Santa
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Catarina é responsavel pela producédo de 2,3 milhGes de t, representando apenas 1,9% do total
produzido no pais. Minas Gerais apresentou na safra 2017/18 a maior produtividade nacional,
com 3.676 kg ha™, seguido do MS com 3.580 kg ha™ e SP com 3.554 kg ha™. Santa Catarina

detém apenas 0 9° lugar como maior produtor nacional com média de 3.400 kg ha™.

Figura 3 - Mapa da producéo agricola brasileira de soja (Safra 2017/18).
@ Conab

Companhia Nacional de Abastecimento

Producdo de soja

[ sem produgio

] Até 3.000 mil toneladas

[ 3.000 - 5.000 mil toneladas
I 5.000 - 15.000 mil toneladas
Il Acima de 15,000 mil toneladas

Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018).

2.2 CARACTERISTICAS DO FUNGO Macrophomina phaseolina

2.2.1 Nome comum

Apesar da ampla difusdo de trabalhos cientificos no mundo, existem divergéncias na
denominacgdo comum para a doenca causada pelo fungo M. phaseolina. O nome comum de
uma doenca geralmente é baseado nos sintomas/sinais do patégeno e também ao sitio de
infeccdo na planta. Assim, M. phaseolina por causar infeccdo de coloracdo negra/acinzentada
principalmente nas raizes e hastes, € conhecida popularmente como podriddo cinzenta da raiz.
Todavia, muitos autores denominam esta doenga como podriddo negra de macrophomina,
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podriddo de carvdo ou apenas podriddo de macrophomina. Internacionalmente a doenga €
conhecida como: “Charcoal rot”, “Charcoal root rot”, “Black root rot”, “Ashy stem blight”
ou “Podredumbre carbonoza”. No presente documento serdo consideradas apenas as

nomenclaturas de podridio cinzenta da raiz (PCR) ¢ “Charcoal rot” (CR).
2.2.2 Etiologia, taxonomia e caracteristicas de desenvolvimento do fungo

O género Macrophomina tem como definicdo de espécie unicamente phaseolina.
Apesar disso, muitas denominagBes foram atribuidas ao fungo incluindo: M. phaseoli
(Maubl.) Ashby, Macrophoma conchoci Swada, M. cajani Syd. and Butl., Sclerotium
bataticola Taub., e Rhizoctonia bataticola (Taub.) Butler (JANA et al., 2003). Todavia, em
2018, apenas a denominacdo Macrophomina phaseolina foi observada. O fungo pertence a
classe dos Coelomicetos, e a presenca de um teleomorfo ainda nao foi confirmada (MIHAIL;
ALCORN, 1982).

Em relacdo ao desenvolvimento fungico, isolados de M. phaseolina sofrem inducéo
positiva a formacdo de picnidios quando submetidos a flutuacdo da temperatura durante
periodo de exposicdo a luz. Este resultado foi observado por Watanabe (1972) quando
quantificou a producdo de picnidios de 50 isolados do fungo em diferentes métodos de
crescimento micelial. Em média, o tamanho dos picnidios observados foi de 180 pum.

O desenvolvimento de colbnias do fungo é observado em meio de cultura PDA
(potato, dextrose e agar) e também em meios seletivos, compostos de arroz e agar (meio
basal) e 1,4-dichloro-2,5-dimethoxybenzene (agente seletivo) (WATANABE, 1972;
PAPAVIZAS; KLAG, 1975). O crescimento do micélio em geral é rasteiro e considerado
rapido (sete cm em sete dias), as colonias apresentam, em geral, coloracdo branca nas
primeiras 24 horas de crescimento, tornando-se negra com 60 horas, devido a alta
concentracdo de microesclerodios formados no meio. Martinez-Hilders & Laurentin (2012) ao
caracterizar fenotipicamente isolados de M. phaseolina, observaram em meio de cultura PDA,
crescimento micelial médio de 2,22 a 3,90 cm? em 24 horas. Pratt (2006) observou variagao
na producgdo de microesclerddios em meio de cultura PDA a partir de isolados provenientes de
algoddo, soja e alfafa. Os microesclerodios foram produzidos geralmente entre denso
emaranhado de hifas, sob a superficie do agar, tendo formato complexo (estruturas alongadas
com inchago globoso, sem delimitante). Em meio CMA (Difco cornmeal agar),
microesclerddios germinados apresentaram de uma a quatro hifas germinadas, que se

estendem por mais de 100 um a partir do microesclerodio. As hifas possuem formato largo e
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grosso, continua (sem cortes) e arredondado nas pontas, sendo pouco ramificada, ou néo
ramificada. Papavizas & Klag (1975) relatam a redugdo no crescimento das colbnias do fungo
guando as coldnias contaminantes crescem nas proximidades, revelando a reduzida
capacidade competitiva das colénias sobre o substrato, demonstrando importancia da
utilizacdo de meios seletivos. Cloud & Rupe (1991a), observaram que um isolado de M.
phaseolina recuperado a partir de uma planta de soja naturalmente infectada, cultivado em
meio de cultura PDA apresentou crescimento caracterizado como lento (dois cm em periodo
de sete dias), em contraste a um isolado recuperado de plantas de sorgo infectadas, do mesmo
local, que apresentou crescimento colonial de 26 cm de didmetro no mesmo periodo, ambas as
coldnias foram submetidas as mesmas condi¢Bes de incubagdo. Shokes et al. (1977) ao
mensurar o tamanho de col6nias do fungo crescidas em meio agar em diferentes potenciais
hidricos, observaram decréscimo do crescimento micelial a medida que se aumentaram 0s
valores do potencial hidrico do meio, como crescimento 6timo entre 15 e 20 bars.

O micélio do fungo foi considerado sensivel a concentracdo de 0,5% de hipoclorito de
sodio, sendo inviabilizado logo apds 15 segundos em contato com a solucdo, todavia 0 mesmo
ndo foi observado para microesclerddios, capazes de manter viabilidade mesmo apds 10
minutos na solucdo (SHORT et al., 1978).

Ao estudar a colonizacgdo de tecidos de soja por M. phaseolina, Short et al. (1978)
relatam que o patdgeno aparenta possuir duas fases ecologicamente distintas, uma fase

micelial (parasitica), e uma fase microesclerodial (ndo parasitica).

2.2.3 Histoérico e ocorréncia

Podrid&o cinzenta da raiz € uma doenga economicamente importante em muitos paises
das Américas do Norte e Sul, Asia e Africa e algumas partes da Europa (JANE et al., 2003).
Em geral, M. phaseolina provoca doenca nos cultivos das regides tropicais e subtropicais do
globo especialmente quando ocorrem temperaturas de solo variando entre 25 a 40°C
(DHINGRA et al., 1976; SHORT et al., 1978; BARNARD; GILLY, 1986; SINGH et al.,
1990).

No estado do Missouri (EUA) os primeiros relatos de M. phaseolina foram no ano de
1963 (FRANCL et al., 1988).

No Japdo, Watanabe (1972) recuperou 28 isolados de M. phaseolina provenientes do
solo das regides de Nagano, Nishigara, Hachijo e Okinawa.
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Na india, Meyer et al. (1973) ao recuperar isolados de M. phaseolina a partir de
tecidos vegetais infectados e do solo, observaram que a ocorréncia do patégeno foi ampla,
independentemente da cultura hospedeira, do tipo de solo proveniente e do regime hidrico da
regido, indicando que o fungo tem capacidade de sobreviver a diferentes condigdes
ambientais.

O patdgeno ocorre em distintas regibes do México, onde climas variam de éarido a
tropical. Nestas éareas foram observadas plantas de feijoeiro comum (entre outras)
apresentando sintomas de infeccdo de M. phaseolina. Amostras de tecido infectado destas
plantas foram coletadas e isolados viaveis puderam ser recuperados em meio de cultura PDA
(MAYEK-PEREZ et al., 2001b).

Na Venezuela, Martinez-Hilders & Laurentin (2012) relatam que a zona de producéo
da cultura do gergelim no pais esta altamente infestada por microesclerodios de M.
phaseolina. No Brasil, Ferreira et al. (1979), observaram gendtipos de soja apresentando
graus de suscetibilidade diferente, no estado do Parand na safra 1975/76. Almeida et al.
(2003) conseguiram isolar M. phaseolina proveniente de area de floresta natural, onde nunca
ocorreu cultivo algum. Em outro trabalho, conseguiram isolar o patégeno de um campo de
producdo de café (Coofea arabica). O patdgeno é responsavel por danos a producgdo de soja
brasileira, sendo considerado um dos mais prevalentes nos cultivos da oleaginosa no pais
(ALMEIDA et al., 2008).

2.2.4 Importancia econémica

Embora relatos quantificando perdas e danos decorrentes da infec¢do deste patdgeno
sejam escassos, Ferreira et al. (1979), estimaram 50% de ‘perdas’ nas cultivares tardias de
soja Vicoja e Santa Rosa, no estado do Parana na safra 1975/76. Wrather & Kending 1998,
estimam danos de 1,23 milh&o de toneladas de gréos na cultura da soja, na safra de 1994, nos
seguintes paises: Argentina, Brasil, Canada, Paraguai e EUA. Individualmente, nos EUA, os
danos atribuidos a podridao cinzenta foram de 0,28 milhdes de toneladas, avaliadas em
$60,65 milhdes de dolares, na mesma safra.

Podridao cinzenta da raiz € considerada uma das principais e mais importantes
doencas causadas por fungo na cultura da soja. O fungo esta presente em praticamente todos
0s campos de cultivo de soja dos EUA e do Brasil (GANGOPADHYAY et al.,, 1970;
FRANCL et al.,, 1988; ALMEIDA et al., 2003). Em climas tropicais o fungo causa
tombamento de plantulas com indices de morte de 77% (CANADAY et al., 1986).
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Para a cultura arbdrea do pinus, Barnard & Gilly (1986) classificam a podriddo
cinzenta da raiz ou charcoal rot como uma das mais sérias doencgas que acometem este cultivo
ao longo das regides sul e oeste dos EUA. Na Flérida, em 1976, foram quantificados mais de
20 milhGes de plantulas de pinus mortas em viveiros, decorrente do tombamento causado pelo
patégeno.

Apesar da doenca ndo ser considerada entre as principais doencas do cultivo do
feijoeiro, podriddo cinzenta da raiz pode causar danos em regifes aridas onde geralmente é
cultivada a cultura nos EUA (MAYEK-PEREZ et al., 2001a). Existem poucos trabalhos que
demonstrem em nGmeros a importancia da doenca nos cultivos agricolas brasileiros, porém,
sabe-se que o fungo é encontrado infectando soja, feijao, milho, algod&o, sorgo, girassol, entre

outras culturas, podendo causar reducdo de producdo das mesmas.

2.2.5 Fatores de predisposic¢éao

Em geral, o fungo é favorecido em condicdes de ambiente com restricdo hidrica, solos
com baixos teores de argila, compactados e temperatura atmosférica acima de 28°C. Plantas
mal nutridas, em estagio de floracdo e superadensadas tendem a serem predispostas ao fungo.

Correlacao significativa entre 0 aumento de matéria organica do solo e decréscimo na
colonizacdo por M. phaseolina foi observada por Dhingra et al. (1976). O mesmo
comportamento ocorreu para aumento populacional de microrganismos naturais do solo. M.
phaseolina possui baixa colonizacdo competitiva saprofita (CCS) para solos sob monocultivo
de soja e milho. Isto implica diretamente num ambiente desfavoravel ao desenvolvimento do
fungo. Pratt (2006) observou que a incorporacdo de cama de aves ao solo resultou em
aproximadamente 75% de decréscimo na sobrevivéncia de microesclerddios em comparacéao
com solos ndo corrigidos. Incrementos de 10% no conteldo de cama de aves resultaram em
mais 75% de decréscimo, que quase eliminou os microesclerddios sobreviventes.

Solos com nivel de umidade baixa tendem a favorecer o desenvolvimento de M.
phaseolina, além disso, o potencial hidrico do solo implica na ecologia deste patdgeno. Solos
em condicdo de estresse hidrico tendem a desfavorecer a microflora natural, isto pode
favorecer o crescimento do fungo em decorréncia do decréscimo da atividade competitiva
exercida pelos organismos antagonistas (SHOKES et al., 1977; SHORT et al.,, 1978;
FRANCL et al., 1988).

Cultivares de soja que apresentam a floragdo durante periodos coincidentes com

temperaturas atmosfeéricas e de solo altas e estresses hidricos tendem a ser mais suscetiveis a
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infeccdo por M. phaseolina em comparagdo a cultivares com ciclo maior e que possuam
periodo de floracdo consequentemente maior, apontam estudos de Pearson et al. (1984) em
Kansas (EUA). Gangopadhyay et al. (1970) observaram que M. phaseolina apresentou maior
incidéncia em sementes de soja produzidas sob climas tropicais em comparacdo a climas
temperados. Canaday et al. (1986) cita que plantas de soja florescendo, sob alta densidade de
semeadura, com ferimentos ou no estadio de enchimento de grdos tém maior suscetibilidade
ao patogeno.

Héa escassez de relatos sobre as condicdes predisponentes a infeccdo do patdgeno em
plantas de feijdo e milho, todavia, de forma geral, parecem seguir as mesmas condic¢des que

para a cultura da soja.

2.2.6 Hospedeiros

Considerado um patégeno cosmopolita, M. phaseolina é capaz de infectar muitas
espécies vegetais em uma ampla area geografica (ABOSHOSHA et al., 2007). A gama de
hospedeiros do fungo abrange 500 espécies em mais de 100 familias (DHINGRA,;
SINCLAIR, 1978). Além de causar infeccdo em culturas com importancia econémica como
espécies anuais e perenes, M. phaseolina é relatada infectando também plantas daninhas.

Dentre as culturas de importancia econdmica, sdo hospedeiros do patégeno:
leguminosas como soja (Glycine max (L.) Merrill), feijdo (Phaseolus vulgaris (L.)), feijao
caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e amendoim (Arachis hypogea (L.)); gramineas como
milho (Zea mays (L.)), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) e trigo (Triticum aestivum
(L.)); além de outras culturas como algoddo (Gossypium hirsutum (L.)), girassol (Helianthus
annuus (L.)), pinus (Pinus lambertiana Dougl.) e gergelim (Sesamum indicum (L.)) (MEYER
et al., 1973; PAPAVIZAS; KLAG, 1975; PEARSON et al., 1984; KUNWAR et al., 1986;
BARNARD; GILLY, 1986; MAYEK-PEREZ et al., 2001a; ALMEIDA et al., 2003).

E possivel que exista relacdo de especificidade entre isolados de M. phaseolina a
hospedeiros (FRANCL et al. 1988). Entdo a reducdo na populagdo dos microesclerodios
produzidos em um dado hospedeiro especifico (tendéncia a possuir maior concentragdo de
propagulos por grama de solo) pode resultar na diminui¢do da incidéncia da podriddo cinzenta
daraiz.

Sob condig¢des de campo, Ndiaye et al. (2008), observaram que as culturas do milheto
(Pennisetum glaucum (L.)) e do fonio (Digitaria exilis stapf) ndo foram infectadas, porém, o

tecido radicular da cultura do milheto foi colonizado saprofiticamente pelo patdégeno apos a
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maturacdo fisiologica da cultura. Todavia, 0s autores ndo mencionam se as plantas de milheto

estavam ou ndo mortas.

2.2.7 Sintomatologia

Em geral, os sintomas induzidos por M. phaseolina caracterizam-se por lesdes negras
e deprimidas, observadas principalmente nas hastes e raizes das plantas infectadas, com
evolugdo para murcha, tombamento e morte precoce. Caso ndo ocorra a morte, as plantas
infectadas irdo apresentar aspecto de murcha, queda foliar e reducdo produtiva (SINGH et al.,
1990).

Os sintomas em plantulas de feijoeiro caracterizam-se por lesdes negras e irregulares
na base dos cotilédones, estendendo-se até as hastes causando estrangulamento e morte.
Também sdo observados damping-off e murcha em plantas jovens. Os sintomas em plantas
adultas geralmente sdo de carater secundario e correspondem a murcha e bloqueio do sistema
vascular devido a producdo de microesclerodios. Podem ser observadas lesdes necréticas
longitudinais nas hastes, reducdo de vigor, desfolha precoce, morte da planta em condicdes
severas, e por fim, reducdo na produtividade (MAYEK-PEREZ et al., 2001a; VITERI;
LINARES, 2017). Reducdo no peso seco de hastes e raizes de plantas de feijdo caupi
infectadas com isolados de M. phaseolina, caracterizando a redugdo de biomassa como
sintoma secundario do patdgeno (Ndiaye et al., 2008).

Especificamente, na cultura da soja, a infeccdo das raizes ocorre ainda na fase de
plantula, quando as raizes secundarias entram em contato com 0s microesclerodios presentes
no solo. A penetracdo do fungo ocorre pela rizoderme e a colonizagdo continua até a raiz
principal. Todavia, os sintomas secundarios manifestam-se na fase reprodutiva da planta.
Plantas infectadas no estadio V2 (primeiro trifélio completamente expandido) (GEPTS;
FERNANDES, 1982) irdo apresentar estatura e vigor menor que as sadias. O progresso da
doenca causa amarelecimento, murcha e queda dos foliolos, implicando em maturagéo
desuniforme, incompleto enchimento de gréos e morte precoce das plantas. A formagdo de
microesclerédios ocorre nos tecidos infectados e pode ser observada tanto interna como
externamente, continuando mesmo apos a morte do hospedeiro até que os tecidos sequem. A
partir dai, os microesclerddios passam a ser liberados ao solo, dando continuidade ao ciclo do
patdbgeno (PEARSON, et al.,, 1984; KUNWAR et al., 1986; BIGOTES et al., 2016;
ISHIKAWA et al,. 2018). Sementes de soja infectadas com M. phaseolina podem ou néo

apresentar manchas negras ou apenas manchas sem coloragdo definida no tegumento, sendo
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que as condi¢des ambientais que causam o0 aparecimento ou ndo dos sintomas ndo séo ainda
conhecidas (KUNWAR et al. (1986).

Todavia para a cultura do milho Pereira (2005), relata a ocorréncia de M. phaseolina
como secundaria em colmo, de menor importancia e ndo apresenta nenhuma informacao sobre

0s sintomas causados pelo patégeno na cultura do milho.

2.2.8 Variabilidade genética

A diferenciacdo do patdgeno em racas pode ser baseada na reducdo de Clorato
(anédlogo do nitrato) a Clorito, pela acdo da enzima nitrato redutase (Cloud; Rupe, 1991a).
Clorito restringe o crescimento micelial quando a enzima nitrato redutase € ativada.
Crescimento ndo restringido é resultado da inatividade de uma ou mais dentre cinco enzimas
envolvidas na via de acdo da nitrato redutase. A separacdo de col6nias do patégeno através
deste contexto propicia designar compatibilidade entre grupos correlacionados a
especializacdo de hospedeiros. Meios de cultura contendo clorato tém sido empregados para
diferenciacdo de isolados com base no crescimento morfolégico. Microesclerddios livres no
solo e isolados oriundos de soja geralmente apresentam crescimento restrito neste meio,
justamente por possuirem rota metabolica ativa da nitrato redutase. Isolados provenientes de
milho e sorgo, geralmente apresentam crescimento abundante neste meio, implicando na
auséncia ou inatividade da via metabolica da nitrato redutase. Essas informacoes
correlacionam-se com a origem do hospedeiro da qual o isolado foi recuperado e podem ser
usadas como marcadores para identificacdo de isolados especificos ao hospedeiro. Os
resultados demonstraram que o numero de raizes de soja que foram colonizadas quando
apenas o isolado oriundo da soja foi inoculado no solo, foi significativamente maior em
comparacdo ao nimero de raizes colonizadas quando tanto o isolado da soja, quanto o isolado
do sorgo estavam presentes no solo, 0 mesmo comportamento foi observado quando
unicamente o isolado do sorgo foi inoculado. Comportamento similar foi observado para a
cultura do sorgo, quando o isolado proveniente da mesma espécie colonizou
significativamente maior nimero de raizes que os dois isolados inoculados juntos, indicando
especializacdo ou adaptacdo dos isolados a um hospedeiro.

Devido a diversidade de especies hospedeiras e a amplitude geografica de ocorréncia
de M. phaseolina sugere-se heterogeneidade do patégeno (MAYEK-PEREZ et al., 2001a).
Em estudo avaliando a patogenicidade de M. phaseolina em cultivares de feijoeiro comum, 0s

autores utilizaram cinco cultivares designadas como tolerantes: BAT477, TLP19, Negro 8025,
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SEQ 12 e G19428, e sete como suscetiveis: Pinto Ul-114, G4523, Rio Tibagi, Pinto Villa,
Azufrado Tapatio, Bayo Mecentral e Bayo Durango, com inoculacdo de 84 isolados de M.
phaseolina oriundos de cultivos de feijoeiro comum, soja, milho e berinjela (Solanum
melangena), entre outros. Neste experimento os autores avaliaram os sintomas da doenca 30
dias apds a semeadura (DAS) classificando os genétipos em resistentes ou suscetiveis e
também determinaram a variabilidade dos isolados em nivel molecular, segundo anélise de
AFLP (Amplified fragment length polymorphism) ou polimorfismo do comprimento do
fragmento amplificado. Os genotipos TLP19, Negro 8025, BAT477, SEQ 12 e G19428
previamente designados como tolerantes foram suscetiveis a no maximo 30 isolados testados.
Em contrapartida, os genétipos Bayo Durango, Pinto Ul114, Pinto Villa, Bayo Mecentral,
G4523, Rio Tibagi e Azufrado Tapatio, previamente classificados como suscetiveis foram
infectados por no minimo 55 isolados, confirmando diferencas na patogenicidade dos isolados
de M. phaseolina. Resultados mostram ainda que todos os isolados foram capazes de infectar
as cultivares independentemente de sua origem. Para 0s trés gendtipos menos suscetiveis
(TLP19, Negro 8025 e BAT477), majoritariamente as infecGes foram causadas por isolados
provenientes de feijoeiro comum (81, 70 e 70%, respectivamente), enquanto para as demais
cultivares testadas, a taxa de infecgdo dos isolados provenientes desta cultura variou de 41 a
50%. Além disso, os fragmentos amplificados do DNA do pat6geno resultaram em um Gnico
grupo dentre 84 isolados testados. N&o foram observadas correlacGes dos isolados com a
origem geogréafica nem com o hospedeiro de origem. Os autores concluiram que o estudo de
reacao de gendtipos é de extrema importancia para prover estratégias de manejo da doenca,
ajudando programas de melhoramento a escolher possiveis genotipos resistentes. O trabalho
destes autores foi de extrema importancia por apontarem a necessidade do desenvolvimento
de estudos relacionando gendtipos de interesse com variagdes nas populagdes dos isolados
(morfoldgicas, patogénicas e geograficas). A partir deste trabalho, muitos estudos envolvendo
variabilidade genética do fungo foram conduzidos no mundo todo.

Ao estudar a diversidade genotipica entre isolados brasileiros de M. phaseolina,
através da técnica de DNA polimoérfico amplificado ao acaso (Random amplified polymorphic
DNA - RAPD), Almeida et al. (2003), avaliaram a variabilidade genética entre isolados
provenientes de mesma raiz e de diferentes raizes de plantas de soja, coletadas em diferentes
regibes geograficas do Brasil. Os resultados apresentaram separacdo dos 55 isolados
utilizados em trés grupos em um nivel arbitrdrio de 70% de similaridade. Os autores
consideraram isolados apresentando 100% de similaridade em haplétipos, nos trés grupos,

portanto, foram encontrados 2, 21 e 14 hapldtipos, respectivamente nos grupos 1, 2 e 3. O
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grupo 1 consistiu de apenas trés isolados, com 99% similaridade. Dois dos trés isolados deste
grupo ndo apresentaram similaridade com isolados originarios da mesma raiz, demonstrando
gue numa mesma raiz mais do que um haplotipo pode ocorrer. Semelhante, um isolado
pertencente ao terceiro grupo, originario do estado do Mato Grosso do Sul, regido centro-
oeste brasileira, apresentou trés isolados geneticamente diferentes em uma Gnica raiz. Em um
segundo estudo, avaliando a diversidade genética entre isolados de M. phaseolina
provenientes de diferentes hospedeiros em diferentes areas, permitiu a diferenciacdo dos
isolados em seis grupos, apresentando similaridade de 55%. Dentre os resultados, um isolado
oriundo de uma planta de girassol (H. annuus), da regido centro-oeste do brasil, foi apenas 56
e 46% similar a outros dois isolados oriundos da mesma cultura, porém da regido sul do pais,
demonstrando que isolados provenientes do mesmo hospedeiro, porém de diferentes regides
sdo mais distantes em termos de similaridade genética que isolados provenientes de
hospedeiros diferentes mas de mesma regido. Os autores citam que apesar da reproducédo
sexual ndo ocorrer neste patdgeno, grande variabilidade genética foi observada, podendo ser
explicada pelo possivel parasexualismo que pode ocorrer através da fusdo das células de
diferentes hifas, e que, portanto, irdo formar células com mais de um ndcleo geneticamente
diferentes (heterocariose). O grau de similaridade encontrado entre os isolados utilizados
neste trabalho apontam que estes devem ter evoluido de uma mesma populacgéo ancestral. A
disseminacdo pode ter ocorrido através de sementes de soja infectadas, visto que, o cultivo
desta cultura iniciou na regido sul do pais e foi conduzida até as demais regides. Ao observar
que todos os clusters que ndo apresentaram semelhanca com isolados provenientes de plantas
de soja, eram na verdade origindrios de areas que nunca receberam o cultivo de soja,
apontando que estes isolados possam ter maior semelhanca com os isolados de populagdes
ancestrais. Em concluséo, os autores sugerem que o0s isolados podem ter migrado entre
regibes através de possiveis sementes infectadas ou transporte de solo infestado por
microesclerddios.

Em estudo semelhante, Jana et al. (2003) realizaram a caracterizacdo molecular de
diferentes isolados de M. phaseolina provenientes da América do Norte, india e outras partes
do globo, detectando variagdo entre 43 isolados utilizando a técnica de RAPD. Os indices de
similaridade gerados variaram entre 27 e 100%, neste contexto, cinco grupos de clusters
foram formados, dentro destes, subgrupos também foram observados. De um total de 11
isolados compondo o subgrupo la, nove apresentaram 100% de similaridade, sendo oito deles
provenientes dos EUA e um apenas, originario da India. Os autores apontam que a
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variabilidade genética dos isolados estd altamente associada a localizacdo geografica de
origem e também a relacdo especificidade do hospedeiro.

Ao estudar as caracteristicas fenotipicas e moleculares de sete isolados venezuelanos
de M. phaseolina oriundos das culturas do gergelim (seis isolados) e do feijoeiro comum (um
isolado), Martinez-Hilders & Laurentin (2012) constataram producdo de microesclerddios em
diferentes taxas entre os isolados cultivados em meio de cultura PDA. Esta variagdo também
foi observada para crescimento micelial. Esses dois pardmetros permitiram supor
caracteristicas de agressividade aos isolados testados. O isolado nomeado 2-2010 (obtido da
cultura do gergelim) foi o que apresentou a maior taxa de crescimento micelial por tempo e
também foi o que apresentou as maiores taxas de producdo de microesclerddios, sendo
considerado o mais agressivo dentre os testados. Na caracterizacdo molecular dos isolados
realizada através de metodologia RAPD foi possivel observar, com coeficiente de
similaridade de 34%, a formac&o de dois grupos. O grupo 1 constituido por dois isolados e 0
grupo 2, por trés. Os demais, ndo foram agrupados em nenhum dos grupos, demonstrando a
variabilidade genética do patdgeno. Esta variabilidade observada em uma area considerada
pequena pelos autores, e ademais, de isolados provenientes da mesma cultura hospedeira, ndo
era esperada. Os autores remetem os resultados a evolucdo individual e independente de cada
isolado em cada localidade.

2.3 CICLO BIOLOGICO DE Macrophomina phaseolina

2.3.1 Fontes de indculo

Microesclerddios sdo formados em tecido hospedeiro infectado e constituem a fonte
de indculo priméria (SHORT et al., 1978; SHORT et al., 1980).

Solos naturalmente infestados também sao fontes de indculo. Embora estudos apontem
variacdo na densidade de indculo por grama de solo, dependente de condi¢Ges de clima, tipo
de solo, hospedeiro cultivado e temperatura de solo (PAPAVIZAS; KLAG, 1975). Baixa
densidade de microesclerédios no solo implica em decréscimo de podriddo radicular em
plantas de soja, o contrario também € valido (FRANCL et al., 1988; SINGH et al., 1990).

O patdgeno também pode ser transmitido via sementes infectadas (KUNWAR et al.,
1986).
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2.3.2 Disseminagéo

O fungo pode ser disseminado via sementes infectadas (KUNWAR et al., 1986;
SINGH et al., 1990), porém ndo ha informacdes da taxa de transmissdo e da importancia
epidemioldgica desta fonte de indculo.

A disseminacdo do fungo nas areas infestadas ocorre pela movimentacdo de solo
infestado pelo transito de maquinas e implementos agricolas e pela agua de escorrimento de
enxurradas (BIANCHI et al., 2005).

2.3.3 Infecgéo e colonizagéo

Ao estudar a colonizacéo de tecido vegetal de plantas de soja por M. phaseolina, Short
et al. (1978), observaram que o fungo penetrou o tecido radicular das plantas (com idade
variando entre 7 a 42 dias) 1 dia ap6s a inoculacdo. Primeiramente, ocorreu penetracdo
intercelular do micélio no cortex da planta. A morte completa do cortex de diferentes
cultivares de soja testadas ocorreu trés dias apds a inoculacdo. Uma semana apds a inoculacao
foi observado formacgdo de microesclerddios. A formacdo destas estruturas foi responsavel
pela ruptura das células dos vasos condutores de seiva do hospedeiro. Nao foram observados
microesclerddios em tecidos verdes da haste, indicando que a presenca destas estruturas esta
ligada a morte da célula hospedeira. O crescimento micelial foi continuo ao crescimento
radicular, indicando que a infeccdo de M. phaseolina ndo € localizada. A producdo de
microesclerddios nao foi abundante até o comeco da senescéncia (queda foliar). Inicialmente,
0s microesclerodios encontraram-se situados principalmente na periferia da raiz e
posteriormente com a morte do tecido vegetal, ocorreu producdo abundante por toda raiz. O
micélio do fungo é capaz de penetrar e colonizar os tecidos radiculares das plantas ainda na
fase de emergéncia, subsequentemente chegando ao tecido das hastes.

A colonizacdo de raizes de soja por M. phaseolina sofreu incremento significativo
apos aplicagdo do herbicida 2,4 D nas plantas, em avaliacdes feitas seis e 10 semanas ap0s a
aplicacdo, por outro lado, a aplicagdo dos herbicidas glifosato, acifluorfen e bentazon ndo
apresentaram efeito. O herbicida alachlor apresentou ser o Unico a reduzir este parametro
(CANADAY et al., 1986). Este estudo se baseia no fato dos herbicidas causarem estresses
bidticos a planta, e alguns chegam a induzir a formacdo de raizes secundarias na regido
superficial do solo (0-5 cm de profundidade), local com alta concentragdo de restos culturais e

consequentemente presenca de microesclerodios de M. phaseolina.
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2.3.4. Sobrevivéncia

O fungo sobrevive na forma de microesclerédios formados a partir dos tecidos
vegetais infectados e que posteriormente sdo liberados no solo durante o processo de
decomposigdo dos restos culturais (MEYER et al., 1973; PAPAVIZAS; KLAG, 1975;
DHINGRA et al., 1976; SINGH et al., 1990; NDIAYE et al., 2008). Estudos apontam que
quanto maior o grau de decomposicdo de um tecido vegetal presente no solo, maior sera a
concentracdo de microesclerodios. O incremento na concentracdo de microesclerédios no
ambiente se deve ao cultivo sucessivo de espécies hospedeiras, cujos restos culturais
permanecem no solo proporcionando constante producdo e liberagdo ao longo do tempo. O
patdgeno foi capaz de infectar hastes de soja, autoclavadas e enterradas em solo naturalmente
infestado, comprovando a sua habilidade saprofitica e também a sua capacidade de
sobrevivéncia no ambiente sem a necessidade de um tecido hospedeiro vivo (DHINGRA et
al.,, 1976; BARNARD; GILLY, 1986). Além dos microesclerddios o patdgeno pode
sobreviver de forma saprofitica no solo, como relatado por Watanabe (1973), que ao avaliar a
longevidade de microesclerodios de M. phaseolina em solos naturalmente infestados,
observou que apesar da concentracdo reduzir gradualmente ao passar dos anos, o fungo
manteve-se viavel quatro anos apds o solo ter sido amostrado. Resultados indicam que a
sobrevivéncia de M. phaseolina na natureza é diretamente influenciada pelo tipo de
hospedeiro presente, da disponibilidade de alguns nutrientes, da estrutura duravel conferida
pelo microesclerddio e da grande reserva enddgena de nutrientes que este possui em relacdo a
esporos (DUBEY et al., 2009).

Da mesma forma, Cook et al. (1973) observaram sobrevivéncia de microesclerddios
de M. phaseolina em restos culturais de milho e sorgo no solo por periodo de 16 a 18 meses.

A germinacdo de microesclerddios segue padrdes normais (>90%) em solos ndo
esterilizados, mas corrigidos com nutrientes essenciais, todavia, a germinacéo foi suprimida
em solos naturalmente infestados, indicando dependéncia nutricional para germinagdo dos
microesclerodios (AYANRU; GREEN, 1974). Foi avaliado ainda, o padréo de germinagédo de
microesclerodios em solos com adigdo de diferentes acucares e foi constatada germinacéo
padrdo quando adicionados maltose e D-ribose (5x10% M) em comparacdo com lactose
(germinacdo <12%). Esses resultados sdo de extrema importancia no direcionamento de
estudos que qualifiqguem a producdo de exsudatos radiculares que possam inibir a germinagao
padrdo dos microesclerddios.
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O namero de microesclerddios germinados em solo produzidos a partir de crescimento
fangico em placas com meio PDA (Caldo de batata, dextrose e 4gar) reduziu de 842 para 80
microesclerddios por grama de solo, em um espaco de tempo de 10 meses (SHORT et al.,
1980). Em contraste, a populacéo de esclerddios germinados a partir de solo contendo restos
culturais de soja, aumentou de 1270 para 2360 microesclerddios por grama de solo avaliado.
Essa comparagdo implica diretamente na capacidade de produgdo constante de
microesclerddios nos restos culturais de tecido vegetal hospedeiro, e também da reducdo da
viabilidade destes quando sozinhos no solo sem a presenca do tecido vegetal. Os trabalhos
apontam também sazonalidade entre picos de emergéncia de microesclerddios. A habilidade
de sobreviver no solo em condi¢fes de campo demonstrou ser maior quando os esclerddios
foram obtidos de restos culturais de tecidos de soja infectados em comparacdo a
microesclerddios produzidos a partir de col6nias cultivadas em placa de Petri.

Ao estudar a longevidade de M. phaseolina em restos culturais de soja no solo, Baird
et al. (2003) observaram que a frequéncia do patdgeno apresentou comportamento linear
decrescente em relacdo a profundidade que os restos culturais se localizavam, o mesmo foi
observado em relacdo ao tempo de permanéncia dos restos culturais no solo. Estes resultados
podem ter sofrido interagdo com outros microrganismos encontrados no solo. A presenca de
Trichoderma spp. pode ter afetado a densidade de microesclerddios do patégeno. Os autores
apontam ainda que os microesclerddios constituem uma importante fonte de in6culo e que
continuardo germinando e infectando novos cultivos hospedeiros ao longo das estacdes de
cultivo.

Em sementes de soja, o patdgeno € capaz de sobreviver por 2 a 3 anos (SINGH;
SINGH, 1982).

Ao submeter amostras de sementes de soja com e sem sintomas de infec¢do por M.
phaseolina, colhidas a partir de plantas sintométicas, foram observadas producdo de colénias
do fungo em meio PDA com taxa de 4% para as sementes assintomaticas e de 100% para as
sintoméaticas. Sementes assintomaticas infectadas com o0 patdgeno apresentaram
microesclerddios imaturos e translicidos entre o tegumento e o endosperma das sementes,
dois dias apds a inoculagdo. Ao terceiro dia, os microesclerédios aumentaram em ndmero e
tamanho, passando a apresentar coloracdo negra. Ao quinto dia, as sementes encontraram-se
cobertas por microesclerodios e mortas. Apds a semente ser fragmentada, observou-se a
presenca de hifas esparsas intercelularmente na camada de células abaixo da epiderme. N&o
foram observados danos ao tecido celular. As sementes colonizadas por M. phaseolina ao

serem seccionadas apresentaram hifas inter e intracelularmente e presenca de
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microesclerédios nas trés camadas do tegumento (epiderme, hipoderme e endoderme).
Microesclerddios foram observados também no endosperma destas sementes, além disso, as
células endospermaticas proximas foram colapsadas e desintegradas. Ndo foram observados
microesclerodios na abertura do hilo. Apenas em duas sementes foram observados
microesclerédios nos cotilédones, porém, comumente observaram-se hifas colonizando a
regido cotiledonar. Ao quarto e quinto dia, hifas e microesclerodios foram observados na
regido da radicula. Ao seccionar sementes sintomaticas foram observadas hifas e
microesclerodios presentes na maioria das vezes dentro do tegumento. As hifas encontravam-
se inter e intracelularmente em todas as camadas do tegumento e também no embrido. Em
alguns casos, 0 embrido apresentou-se quebrado e desintegrado e muitos microesclerédios
puderam ser vistos abaixo da camada pali¢adica. As camadas da hipoderme, endoderme e do
endosperma ndo puderam ser distinguidas devido a quantidade de hifas e microesclerddios
presentes. Estes se demonstraram abundantes na regido da abertura do hilo, cujo parénquima
palicadico encontrou-se desintegrado. Hifas maduras foram observadas facilmente no exterior
e no interior dos tecidos do tegumento. Microesclerodios eram abundantemente observados
nos tecidos dos cotilédones e também da radicula. Em geral o feixe vascular presente nos
cotilédones foi colonizado por hifas e as células infectadas apresentavam-se desprovidas de
contetdo celular (KUNWAR et al., 1986).

2.4 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DE Macrophomina phaseolina

2.4.1 Rotacéo de culturas

A amplitude da gama de hospedeiros de M. phaseolina torna dificil o controle do
patégeno pela rotacdo de culturas (ALMEIDA et al., 2008). Apesar disso, muitos
pesquisadores desenvolveram projetos que contribuiram muito com o entendimento da
relacdo patogeno-hospedeiro.

Maiores concentragdes de microesclerédios no solo foram observadas quando a soja e
o milho foram cultivadas em monocultura por periodos de seis anos em relacdo a
monocultivos de alfafa e trigo (MEYER et al., 1973).

O uso continuo de milho e soja resulta na persisténcia de microesclerédios no solo,
uma vez que de acordo com Cook et al. (1973) a sobrevivéncia de microesclerddios de M.

phaseolina nos restos culturais destas culturas alcangam até 18 meses.
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Ao avaliar a influéncia da rotagcdo de culturas sobre a densidade populacional de M.
phaseolina em solo, Francl et al. (1988) observaram que o nivel populacional do patdgeno foi
influenciado pela rotacdo de culturas. Altas densidades do fungo geralmente foram
observadas quando a cultura da soja aparecia no esquema de rotacao, independentemente se
era rotacionada com milho, algoddo ou sorgo granifero. O nimero de unidades formadoras de
coldnias (ufc) formadas sob monocultura de soja foi o maior dentre os sistemas de rotacéo e
ou sucessdo. Solos cultivados por periodos de 2 a 3 anos com milho, algoddo e sorgo
granifero demonstraram as menores contagens de ufc. Em todos os tratamentos a densidade
de indculo apds o cultivo com soja foi aumentada. A densidade de in6culo foi maior quando
se alternou o cultivo entre soja e milho em comparacdo com a uso do algoddo e sorgo
granifero.

Na mesma linha de pesquisa, Singh et al. (1990) observaram que a populacdo de
microesclerddios no solo foi maior no final dos cultivos do que no momento de semeadura.
Comparado com monocultura, a rotacdo de culturas entre sorgo ou feijado caupi (V.
unguiculata) com guandd (Cajanus cajan) apresentou maiores niveis de inéculo no solo. A
maior densidade do patégeno (38 microesclerddios por grama de solo) foi recuperada quando
se cultivou sorgo em rotacdo com guandu. A populacdo do fungo geralmente foi reduzida
quando o campo foi mantido em pousio. Os autores apontam que o cultivo com espécies nao
hospedeiras como o arroz (Oryza sativa) pode ser uma ferramenta para diminuicdo do nivel
de indculo na area. De acordo com Cloud & Rupe (1991b) menor concentracdo de
microesclerddios foram produzidos em meios de cultura a partir de solos cultivados com
arroz.

Ao estudar o efeito do plantio direto sobre a densidade de M. phaseolina no solo sob
cultivo de soja, Wrather & Kending (1998) observaram que tanto em sistema de plantio direto
guanto em plantio convencional a maior densidade populacional do patogeno foi observada
entre as profundidades de 0-7,5 cm, em relacdo a camada de 7,5-15 cm; e que houve
correlacdo positiva entre matéria organica e densidade populacional na camada de 0-7,5 cm
de profundidade. Estes resultados indicam que a permanéncia dos restos culturais de
hospedeiros infectados no solo é uma forma de manutencéo de indculo e que a concentragdo
do patdgeno fica relacionada diretamente ao local de decomposicao dos residuos culturais.

Ao comparar o efeito de nove isolados do patdgeno provenientes de raizes de soja,
milho, algoddo e girassol a partir de solos cultivados e ndo cultivados (nativos), Almeida et al.
(2008) demonstraram que todos os isolados causaram doenga em milho e soja. Todavia,
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isolados de girassol demonstraram sempre 0s menores niveis de producdo de microesclerddios
em relagdo aos isolados de milho e soja.

A reducdo da densidade de microesclerédios de M. phaseolina no solo reduziu,
durante trés anos de cultivo quando as culturas do milheto (P. glaucum) e do fonio (D. exilis)

foram cultivadas, sendo a maior reducao observada em solos cultivados com fonio.

2.4.2 Resisténcia genética

Ao avaliar a colonizagdo do patdgeno em cultivares de soja dos EUA, apesar de ndo
encontrarem cultivares resistentes, Pearson et al. (1984) observaram que as cultivares
comerciais Bay, Forrest e Sprite possuem restricdo a colonizacdo por M. phaseolina, por
fatores ndo esclarecidos. Wrather & Kending (1998) em concordancia apontam a néo
existéncia de cultivares de soja resistentes a M. phaseolina. Por outro lado, Coser et al.
(2017), avaliaram 463 acessos de soja para resisténcia a M. phaseolina, sendo 51 acessos com
doenca avaliada pela area abaixo do progresso de doenca cujos valores de intensidade podem
ser considerados como resistentes se avaliados por escala de notas de 1 a 5, onde 1 é
resistente. De qualquer forma, no Brasil, por exemplo, ndo ha indicacdo de cultivares de soja
resistentes a podridao cinzenta (ALMEIDA et al., 2008).

Segundo Al-Ahmadi et al. (2018), desenvolver um método de triagem para resisténcia
para podriddo de macrofomina ainda na fase de plantula traria vantagens tanto temporal
guanto monetaria, além de poder ser indicada para um namero consideravelmente grande de
cultivares (populagéo).

Para as culturas do milho e feijdo, ha restricdo de informacgfes sobre a resisténcia

genética ao patdgeno.

2.4.3 Controle quimico

O controle quimico de M. phaseolina a partir de aplica¢es de fungicidas ao solo foi
muito indicado nas décadas de 70 e 80. Eram utilizados métodos de fumigacéo diretamente no
solo com produtos a base de brometo de metila. Ainda, aplicacdo de produtos com o0s
ingredientes ativos benomyl (Benlate) e captan (Captana) também eram utilizados como
forma de controle (BARNARD; GILLY, 1986). Porém, ndo sdo mais utilizados sendo
proibidos pelo MAPA.
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O controle quimico apresenta-se na maioria das vezes economicamente inviavel
devido ao patdgeno ser associado tanto a semente quanto ao solo (SINGH et al., 1990). Tonin
et al. (2013) relatam a auséncia de fungicidas registrados no Brasil para controle de M.
phaseolina em soja. Todavia, ressaltam a importancia do estudo da eficiéncia de moléculas no
tratamento de sementes de soja visando melhorias no controle do patdégeno, uma vez que este
pode ser transmitido via sementes infectadas. Com base na concentracdo inibitoria (Clsp) do
crescimento micelial de col6nias do fungo os ingredientes ativos carbendazim e penflufen +

trifloxystrobin (em fase de testes) demonstraram maior nivel fungitoxico.

2.4.4 Medidas alternativas de controle

Medidas alternativas tém sido estudadas visando o controle de M. phaseolina.

A irrigacdo frequentemente é ineficiente quando as condi¢cfes ambientais s&o
favoraveis para o desenvolvimento do patégeno (PEARSON et al., 1984). Ao contrario,
propdem Barnard & Gilly (1986) e também Mayék-Pérez et al. (2001a), quando apontam a
irrigacdo como estratégia de manejo da doenca, e completam que as regas devem ser
realizadas coincidindo com os periodos de clima quente e seco e objetivando-se: i) prevenir
estresses hidricos; ii) reduzir temperaturas do solo; e, iii) promover a atividade da microfauna
e flora natural do solo.

Outras préticas culturais como evitar alta densidade de plantas e a fertilizacdo do solo
sdo estratégias promissoras para minimizar os danos causados pelo patogeno (FRANCL et al.,
1988).

Extratos vegetais tém sido explorados com efeitos promissores em condicGes in vitro.
ConcentracOes de Neem (Azdirachta indica A. Juss.), utilizando o extrato apenas filtrado tem
inibido o desenvolvimento do micélio e a germinagdo microesclerddios dois e quatro dias
apos tratamento com oleo (DUBEY et al., 2009).
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3 CAPITULO 1 COMPARACAO DE METODOS DE INOCULACAO DE ISOLADOS
DE Macrophomina phaseolina NO ESTABELECIMENTO DE PLANTAS JOVENS
DE FEIJAO, MILHO E SOJA

3.1 RESUMO

A podridao de carvao ou “charcoal rot” causada pelo fitopatdgeno Macrophomina phaseolina
é uma das principais doencas que afeta o sistema radicular das culturas da soja, milho e feijao.
O manejo genético é a principal medida de controle recomendada. O uso de metodologias de
inoculacdo eficientes é de suma importancia para estudos de resisténcia de cultivares.
Pensando nisso, objetivou-se avaliar a influencia de métodos de inoculagdo de M. phaseolina
no desempenho de cultivares de soja e feijdo, e hibridos de milho, bem como avaliar o grau de
agressividade de isolados do patégeno em infecgdes cruzadas nas culturas. O experimento foi
conduzido sob condicdes de casa de vegetacdo, em esquema fatorial com delineamento
inteiramente casualizado, contendo trés métodos de inoculacdo (método de inoculagcdo de
suspensdo de hifas incorporado ao solo (M1), método de inoculagdo com disco micelial (M2)
e método de inoculacdo misto (M3)), trés culturas (soja, milho e feijdo), trés cultivares de soja
(BMX Ativa, BMX Lanca e BMX Turbo), trés hibridos de milho (Férmula Viptera, P1630H e
Status Viptera3), trés cultivares de feijdo (BRS Esteio, IPR Tangard e IPR Uirapuru) e trés
isolados de M. phaseolina (MEMR31, MEMR57 e MEMR89) com 12 repeticdes. As
avaliacbes foram realizadas aos 15 dias ap6s a emergéncia das plantas, aferindo-se a
emergéncia de plantas (E), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) e
massa seca total (MST). Na cultura do feijoeiro comum, as plantas inoculadas sob método M3
apresentaram emergéncia de 64%, contrastando significativamente com os métodos M1 e M2,
responsaveis respectivamente pela emergéncia de 89,5 e 96% das plantas inoculadas. A
cultivar BRS Estilo, quando inoculada com M. phaseolina foi a que mais sofreu reducgéo de
MSPA (51,3%), MSR (54,5%) e MST (52.5%), em comparacdo as demais cultivares. Os
isolados foram responsaveis pela reducdo média de 37,8% de MSPA, 36,4% de MSR, 37,3%
de MST, de plantas de feijoeiro comum em relacdo a testemunha sem in6culo. Para a cultura
do milho, os métodos M1 e M2 ndo diferindo entre si, propiciaram os maiores indices de
reducdo de MSPA, MSR e MST em relacdo ao M3. O hibrido P1630H demonstrou maior
suscetibilidade ao fungo em relagdo aos demais hibridos, reduzindo em 45,1% a MSPA e
39,6% a MST de plantas inoculadas com M. phaseolina. Os isolados apresentaram diferenca
no grau de agressividade apenas para o fator MSR, quando o MEMR31 foi 0 mais agressivo,
juntamente com o MEMR57 que ndo diferiu também do isolado MEMR89 (0 menos
agressivo). Para a cultura da soja, a metodologia de inoculagdo M3 é mais eficaz em propiciar
a infec¢do de M. phaseolina, reduzindo a emergéncia e a producdo de massa seca de plantas
de soja, esta por sua vez, foi afetada com maior intensidade pelos isolados MEMR31 e
MEMR57. A cultivar BMX Turbo apresentou maior suscetibilidade ao patdgeno, dentre as
trés cultivares, sofrendo reducdo de E em 57,3%, de MSPA em 42,3%, de MSR em 61,1% e
de MST em 53,8%. Concluiu-se que: i) O método de inocula¢do misto (M3) foi o mais eficaz
em propiciar a infeccdo de M. phaseolina, nas culturas do feijoeiro comum e da soja; ii) Para
inoculacdo de M. phaseolina na cultura do milho podem ser empregados os métodos de disco
micelial e de suspensdo de hifas e microesclerddios em preferéncia ao método misto; iii) Nas
culturas do feijoeiro comum, milho e soja, existem graus de suscetibilidade divergentes entre
cultivares/hibridos, em relacdo a inoculagdo de M. phaseolina; iv) Nas culturas da soja e do
milho o isolado MEMR31 demonstrou maior agressividade aos pardmetros de emergéncia e
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massa seca das plantas inoculadas; v) Os isolados MEMR31, MEMR57 e MEMR89
reduziram a massa seca das plantas de feijoeiro comum com mesmo grau de agressividade.

Palavras-chave: Macrophomina phaseolina; métodos de inoculacgéo; isolados; genotipos.

3.2 INTRODUCAO

A safra 2017/2018, mesmo sofrendo reducdo de 3,4% em relacdo a anterior, serd a
segunda maior da historia brasileira, indicando um volume de 229,5 milhGes de t. A soja, 0
milho e o feijdo devem ter producéo de 114,9, 88,6 e 3,3 milhdes de t, respectivamente. Estas
trés culturas em conjunto representam 90,1% da producédo total de grdos brasileira (CONAB,
2018; SEAB, 2018).

Apesar do valor expressivo da producdo desta safra, a média de produtividade
nacional das culturas citadas ainda é considerada baixa (soja: 3.276 kg ha™; milho: 5.336 kg
ha'; feijaio 1.041 kg ha®) em relacdo a padrdes internacionais (CONAB, 2018). Ha
necessidade de incrementar a fertilidade do solo, aumentar area com irrigacéo e investir em
qualidade de semente.

No Brasil, 0 milho €é a principal cultura utilizada em rotacdo e/ou sucessao com a soja,
uma pratica cultural muito empregada principalmente nos estados do centro-oeste, onde a
oleaginosa € cultivada em primeira safra e o cereal é cultivado em sucessao. O feijdo entra no
sistema como uma cultura sucessora ao milho em areas com possibilidade de irrigagéo.

Assegurar a producdo dessas trés culturas é dificil, em razdo da magnitude das
variaveis que interferem na produtividade, considerando-se nivel de fertilidade de solo,
variabilidade genética das cultivares, época e o0s sistemas de cultivos, e ocorréncia de pragas,
doencas e plantas daninhas (VALLE et al., 1997; PINTO et al., 1997). Dentre as vérias causas
relacionadas a reducdo da produtividade, as doencas sdo um dos principais fatores
(YORINORI, 1997; HALL etal., 1991).

O milho é uma cultura sujeita a danos causados por fungos patogénicos, como
principais grupos de doengas na cultura podemos destacar: podridées do colmo, podriddes de
espiga e doencas foliares. H4 uma relacdo entre a intensidade destas doencgas e o sistema de
cultivo. A monocultura de milho, em safra ou safrinha, no sistema de plantio direto
proporciona a permanéncia dos restos culturais infectados e/ou infestados por patdgenos sob a
superficie do solo, atuando como local de sobrevivéncia e fonte de indculo dos fungos (CASA
et al., 2011). Para a soja, aproximadamente 40 doencas causadas por fungos, bactérias,

nematoides e virus ja foram identificadas no Brasil, isto é agravado pela expansdo da cultura
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para novas areas, pela monocultura e pela introdugdo de novos patégenos (ALMEIDA et al.,
2005). No cultivo do feijoeiro as principais doengas séo causadas por fungos e sua ocorréncia
é generalizada em todas as regifes produtoras brasileiras (VALLE et al., 1997; BIANCHI et
al., 2005; CAMPOS et al., 2015).

Uma das principais doencas, responsavel por infectar simultaneamente o sistema
radicular das plantas de soja, milho e feijao é a podriddo cinzenta da raiz ou “charcoal rot”
causada pelo fungo M. phaseolina. (DHINGRA; SINCLAIR, 1978; ALMEIDA et al., 2014).

A podriddo cinzenta tem sido detectada em todo o territério nacional. Em soja, sdo
mencionadas redugdes que variam de 5 a 50% no rendimento, dado esse, altamente
dependente das condicdes de infeccdo e também do grau de suscetibilidade do genétipo
(YANG; NAVI, 2005, ISHIKAWA et al., 2018). Plantas de feijoeiro comum inoculadas
artificialmente com M. phaseolina apresentaram reducao de 60% em comparacdo com plantas
cultivadas em solos naturalmente infestados pelo fungo (MAYEK-PEREZ et al., 2003),
demonstrando que a inoculacdo artificial € mais eficiente que a natural em gerar a infeccao
nas plantas. Na cultura do milho, relatos sdo escassos, pois 0s sintomas da doenca séo visiveis
no final do ciclo (préximo a colheita), passando despercebidos pelo agricultor e pessoas
envolvidas com a assisténcia técnica.

O fungo M. phaseolina é habitante natural do solo com ampla gama de hospedeiros,
infectando mais de 75 familias de plantas distintas e acima de 500 espécies em todo mundo,
incluindo legumes, vegetais e frutas, podendo infectar muitas espécies de interesse econdmico
como, milho, sorgo, feijdo, soja, amendoim e algodao (VIANA; SOUZA, 2002; ALMEIDA et
al., 2008; SALEH et al.,, 2010; RAYATANAH; DALILI, 2012; CLAUDINO; SOARES,
2014). O patégeno pode afetar plantas em qualquer estadio de crescimento, e 0s primeiros
sintomas aparecem como lesdes negras nas raizes e hastes, seguidas da morte de plantulas em
decorréncia do blogueio dos vasos do xilema. No tecido infectado, o patdgeno causa lesGes de
coloracdo negra/acinzentada, com produgcdo de micélio e microesclerddios. Os
microesclerodios atuam como principal fonte de in6culo do patdgeno, alem disso, sobrevivem
de forma livre no solo e nos restos culturais de plantas infectadas. O fungo é disseminado via
sementes infectadas (DHINGRA,; SINCLAIR, 1978; SURINDER et al., 2013; ASHRAF et
al., 2015).

A infeccdo de raizes de soja por M. phaseolina pode ocorrer desde o inicio da
germinacdo (semente), visto que o patdgeno pode ser disseminado via semente infectada e é
um habitante natural do solo (ALMEIDA et al., 2005). Este sistema de infecdo também é
relatado para feijdo (DHINGRA; SINCLAIR, 1978).
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M. phaseolina é um patdgeno considerado cosmopolita, infectando muitas espécies
vegetais em uma ampla area geogréafica, conferindo grande variabilidade morfoldgica e
patogénica entre isolados de diferentes partes do mundo (ABOSHOSHA et al., 2007).
Segundo Saleh et al. (2010), ao contrario de outros fungos patogénicos que preferem
condicdes de clima imido, o fungo M. phaseolina pode ser mais problematico em areas onde
o clima resulta em secas prolongadas e altas temperaturas (30 — 35 °C), e relatam ainda que
este torna-se mais agressivo durante o verdo e sob temperaturas de solo entre 27 e 35 °C.
Além disso, alta densidade de cultivo, plantas injuriadas, florescendo ou produzindo sementes
e areas de monocultura, também sdo agravantes a doenca. Infecgbes primérias podem
permanecer latentes até a ocorréncia de um estresse ambiental como os acima relatados
(CLAUDINO; SOARES, 2014; REIS et al., 2014).

Para o controle do fungo a rotacdo com culturas ndo susceptiveis seria uma pratica
viavel para reduzir a quantidade de inoculo na area, porém, a ampla gama de hospedeiros
pode ser uma forma de manutencdo do patégeno (ALMEIDA et al., 2008). Almeida et al.
(2005), confirmam que devido a acdo polifaga do fungo a rotacdo de culturas € uma medida
duvidosa de controle, porém, a cobertura do solo com restos de culturas e bom manejo fisico e
quimico do solo, mostrou eficiéncia por reduzir o estresse hidrico, diminuindo a predisposicao
da planta a infecgéo por M. phaseolina.

O controle genético pelo uso de cultivar resistente € a estratégia de manejo mais
prética e aceitavel para M. phaseolina (MAYEK-PEREZ et al., 2003; CRUCIOL; COSTA,
2018; ISHIKAWA et al., 2018). Reis et al. (2014), relatam a ndo existéncia de cultivares de
soja resistentes e que as demais técnicas de controle tem baixa eficiéncia.

Muitos estudos para desenvolvimento de materiais resistentes a podriddo negra sédo
conduzidos a campo, em areas com historico de ocorréncia da doenca ou em solos com
infestacdo artificial. Todavia, no campo, vérios fatores inerentes a doenga podem ocorrer e,
além disso, a ocorréncia de M. phaseolina isoladamente no campo € rara, tornando-se dificil a
obtencdo de dados confidveis de avaliagdo. Em casa de vegetacdo torna-se possivel a
conducdo de ensaios previos para qualificar cultivares com potencial de resisténcia de forma
rapida e confiavel (CRUCIOL; COSTA, 2018).

A escolha da metodologia de inoculagdo a ser seguida no trabalho € de suma
importancia. Metodologias naturais simulam a forma de infeccdo que ocorre naturalmente a
campo. Em metodologias artificiais o patdgeno é inoculado através de ferimentos na planta.
Ishikawa et al. (2018), testaram quatro métodos de inoculagdo de M. phaseolina em plantas de

soja, considerando o método do disco de micélio sobre a haste cortada o mais eficiente para
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selecdo de genotipos de soja resistentes. Cruciol e Costa (2018), ao testar cinco metodologias
de inoculacdo do patdgeno também em soja, concluiram que todos os métodos testados foram
eficientes em causar a doenca nas plantas, no entanto, o método de inoculacdo diretamente na
semente por 48 e 72 horas desenvolveu sintomas precoces. Para as culturas do feijao e do
milho os trabalhos nesta area s&o escassos.

Desta forma, h& necessidade de desenvolvimento e adaptacdo de metodologias
especificas para inoculacdo de M. phaseolina em espécies vegetais de interesse, que
possibilitem de forma precisa a quantificacdo da suscetibilidade de gendtipos ao patdgeno e
sua relacdo com os danos as plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar trés métodos de
inoculacéo e a agressividade de isolados do fungo M. phaseolina em fungdo da emergéncia e

massa seca de cultivares de soja e feijdo e hibridos de milho.

3.3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia (LF) e casa de vegetacdo da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), em Lages-SC.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, contendo trés métodos de inoculacdo [método de inoculagdo de suspensdo de hifas
incorporado ao solo (M1), método de inoculagdo com disco micelial (M2) e método de
inoculacdo misto (M3)], trés culturas (soja, milho e feijao), trés cultivares de soja (BMX
Ativa, BMX Lanca e BMX Turbo), trés hibridos de milho (Férmula Viptera, P1630H e Status
Vipterad), trés cultivares de feijdo (BRS Esteio, IPR Tangara e IPR Uirapur() e trés isolados
de M. phaseolina com 12 repeticdes.

Os isolados utilizados foram obtidos a partir de raizes com sintomas de podridao
cinzenta da raiz da cultivar de feijdio BRSMG Madrepérola do municipio de Lucas do Rio
Verde/MT (MEMR31), da cultivar BMX Lanc¢a de soja do municipio de Passo Fundo/RS
(MEMR57) e do hibrido de milho P1630H do municipio de Nova Mutum/MT (MEMR89)
(Tabela 1). Os isolados estdio mantidos na “Micoteca Erlei Melo Reis” (MEMR) do
CAV/UDESC. O in6culo de cada isolado foi multiplicado em meio de cultura BSA (Batata,
sacarose e Agar) e incubado a 28°C por um periodo de sete dias em incubadoras do tipo BOD

sob fotoperiodo de 12 horas para completo crescimento micelial.
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Tabela1l— Identificacdo dos isolados de Macrophomina phaseolina utilizados nos ensaios
Lages, SC, 2018.

Idenpflcagao Municipio/Estado Latitude Longitude Altitude Cult'u ra de
do isolado origem
MEMR31 Lucas do Rio Verde/MT  13°03°01”S  55°54°40” W 390 m Feijdo Comum
MEMR57 Passo Fundo/RS 28°15°46” S 52°24°24” W 687 m Soja
MEMRS89 Nova Mutum/MT 13°49°44” S 56°04°56” W 460 m Milho

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Para confirmacdo de que o fungo isolado das raizes sintomaticas das culturas
previamente citadas, e posteriormente utilizado no estudo era mesmo pertencente a espécie M.
phaseolina o isolado MEMR31 foi submetido a caracterizacdo morfoldgica através da
avaliacdo das caracteristicas de colonias puras do patdgeno e também a técnica molecular
PCR (Polimerase chain reaction), pela seguinte metodologia: o isolado foi previamente
cultivado em placas de Petri contendo meio BSA (Batata, sacarose e agar) por 10 dias a 28°C
+/- 2°C, com 12h de fotoperiodo. Foram coletados 200mg do micélio fungico, provenientes de
aproximadamente cinco coldnias, em cadinhos esterilizados. Com auxilio de uma espatula, o
micélio foi raspado cuidadosamente, evitando-se a coleta de meio de cultura. O contetdo do
cadinho foi macerado utilizando nitrogénio liquido e posteriormente foi transferido para
microtubos de 1,5ml. Para extracdo do DNA foi utilizado o kit de extracdo Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega) seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

A reacdo de PCR foi realizada para um volume final de 25 pl. Na reacdo foram
adicionados 5ul de Buffer 5x (Promega), 2ul de MgCl, (25mM, Promega), 0,5ul de dNTPs
(10mM), 0,225ul de enzima Go Tag DNA Polimerase (5 u/pL, Promega), 5ul do DNA
extraido e 0,5ul de cada um dos iniciadores (10puM), o restante do volume da reacdo foi
completado com agua livre de RNase (11,275ul). Utilizou-se para esta reagdo um par de
iniciadores universais para a especie M. phaseolina, sendo estes ITS 4Mph (5’-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3’) ¢ ITS IMph (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’)
(ALMEIDA et al., 2003). Apo6s a completa mistura dos componentes da PCR estes foram
colocados em termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems®), programado para realizar
desnaturacgdo a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos, sendo cada um dos ciclos composto
pela de desnaturacdo das duplas fitas de DNA a 94°C por 1 minuto, anelamento dos
iniciadores a 55°C por 1 minuto e extensdo do fragmento a 72°C por 2 minutos. Apds os 35
ciclos realizados foi realizada a extens&o final do fragmento a 72°C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a
1%. Para cada amostra foi adicionado 5ul do produto da PCR, 1pl de GelRed (Biotium), e 1pl

de azul de bromofenol, sendo estes dois ultimos corantes utilizados para permitir a
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visualizacdo da corrida dos fragmentos e dos fragmentos amplificados em luz ultravioleta,
respectivamente. A reacdo se deu em cubas de eletroforese preenchidas com solu¢do TBE
0,5X, a 100V e 100mA.

Os métodos de inoculacéo testados foram:

Disco micelial (Método 1: M1): Placas de Petri contendo o in6culo multiplicado em
meio de cultura BDA por 10 dias foram acomodadas entre duas camadas de substrato (o disco
de micélio ficou situado a quatro centimetros de profundidade e a dois centimetros abaixo da
semente). A proporcao utilizada foi de um disco de micélio de 90 milimetros de diametro para
cada copo de 400 ml contendo substrato. Na testemunha (substrato sem indculo) discos de
BDA isentos do patdégeno foram acomodados entre as camadas de substrato, substituindo o
indculo do fungo.

Suspensao de hifas e microesclerddios incorporadas ao solo (Método 2: M2): Coldnias
do fungo foram multiplicadas em placas de Petri por 7 dias a temperatura de 28°C +/- 2°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. O disco micelial, contendo micélio e microesclerédios do fungo
foram trituradas em liquidificador na proporcdo de dez placas para 500 ml de &gua
esterilizada contendo uma gota de Tween 80 para uniformizacdo. Com auxilio de borrifador
manual a suspensdo foi aspergida e incorporada ao substrato sendo revolvida manualmente
até atingir uniformidade. O substrato permaneceu em repouso em recipientes de pléastico,
acomodado no interior de casa de vegetacdo, durante sete dias para colonizacdo do patdgeno.
A testemunha (substrato sem indculo) recebeu apenas adi¢éo de agua esterilizada.

Sistema misto M1 + M2 (Método 3: M3): Os dois procedimentos descritos acima
foram realizados conjuntamente neste método.

Realizou-se a semeadura (apdés a inoculacdo respectiva para cada tratamento) em
copos plasticos de 400 ml, na profundidade de dois centimetros. Cada tratamento consistiu de
36 sementes distribuidas em 12 repeti¢des, sendo trés sementes por unidade experimental
(copo). Os copos foram mantidos em casa de vegetacdo a temperatura de 25 °C +/- 2°C até o
momento da avaliagéo.

As avaliagcOes foram realizadas aos 15 dias apds semeaduras (DAS), quando as plantas
foram arrancadas cuidadosamente, lavadas (com objetivo de eliminar o substrato
remanescente nas raizes), separadas (com auxilio de um bisturi) em parte aérea e sistema
radicular, acondicionadas em sacos de papel, secas em estufa de circulagdo forcada de ar a
temperatura de 60°C (até estabilidade de peso) e pesadas. Os parametros avaliados foram:
emergéncia de plantulas (E) expressa em porcentagem; massa seca da parte area (MSPA);

massa seca radicular (MSR) e massa seca total (MST= MSPA+MSR) expressa em g.plantula’
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! Na cultura do feijoeiro, foi avaliada a area foliar (AF) expressa em cm?.planta™, aos 15
DAS, com auxilio de equipamento eletrénico integrador de area foliar modelo LI-3100C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias dos tratamentos

comparadas pelo teste de TUKEY a 5% de probabilidade de erro pelo software SISVAR. Os
dados de emergéncia de plantulas foram transformados pela equagdo: Arcsen ( /%) para

obtencdo do parametro normalidade.
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Caracterizacao molecular do isolado

A qualidade e quantidade do DNA extraido foram analisadas em nanodrop. A
concentragdo de DNA amostral foi de 195,7 ng/ul. A relagdo 260/280 que mede a
concentracdo de &cidos nucleicos em relacdo as proteinas contaminantes da amostra foi de
1,77 apresentando-se dentro dos parametros aceitdveis de qualidade (1,6 a 2,0)
(SAMBROOK; RUSSEL, 2002), enquanto que a relacdo 260/230 que relaciona a
concentracdo de &cidos nucleicos e 0s componentes contaminantes da preparacdo
permaneceram em 0,86 sendo considerados aceitaveis valores acima de 0,8 desta forma, a
amostra apresentou ambos 0s parametros aceitaveis de qualidade para realizacdo da PCR.

Observou-se na figura 4 que houve amplificagdo do fragmento corresponde ao
tamanho esperado de 620 pares de base para os primers utilizados, comprovando a especie
fangica utilizada no estudo como M. phaseolina.

Apdbs uma hora de corrida a amostra foi visualizada sob luz UV em transluminador,

sendo fotografada e editada (Figura 4).



Figura 4 —

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
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Eletroforese em gel agarose (1,0%) dos produtos da PCR para a deteccdo de

Macrophomina phaseolina, utilizando oligonucleotideos especificos.

MM: Marcador molecular 1kb (Promega); 131: Isolado MEMR31 de M. phaseolina.

A seguir serdo demonstrados os resultados dos métodos de inoculagcdo para cada
cultura estudada.

3.4.2 Feijoeiro comum

Os dados de analise de variancia para as avaliacdes de emergéncia de plantas (E),

massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR), massa seca total (MST) e

area foliar (AF) do feijoeiro constam na tabela 2.

Tabela2 - Resumo da analise de variancia para os parametros avaliados em funcéo de
métodos de inoculagdo, origem de isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares de feijoeiro comum. UDESC, Lages/SC, 2018.
FV E MSPA’ MSR? MST* AF°
Método (M) 10,76* 41,26 0,74 20,83* 17,38*
Isolado (1) 0,36"° 2,57 0,42M° 0,72" 2,84N°
Cultivar (C) 8,93* 27,11* 34,28* 32,33* 6,80*
Mx I 1,95™ 0,67"° 8,85* 1,86"° 0,30M°
MxC 3,13* 12,04* 4,61* 9,43* 1,02
IxC 1,18™ 1,29M° 4,43 2,33"° 3,26*
MxIxC 2,20% 1,05 2,48* 1,45 0,99"°
C.V. (%) 19,66 42,49 41,26 39,93 21,22

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Emergéncia de plantas; *Massa seca de parte aérea; *Massa seca radicular; “Massa seca total; “Area foliar;
*Significativo a 5% de probabilidade de erro; ™ néo significativo.
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A anélise estatistica dos fatores de variagdo revelou significancia para o fator método
de inoculagcdo (M) nas varidveis MSPA, MST, E e AF. A varidvel MSR n&o foi influenciada
pelos métodos de inoculagéo.

De modo geral, o0 M3 foi 0 método mais eficiente para reducdo dos componentes da
variacdo estudados, o M2 apresentou-se como intermediario e 0 M1 como o método ténue.
Porém, ao contrério do exposto, a analise do fator MSPA demonstrou que o M2 foi 0 método
responsavel pela maior reducdo de massa seca da parte aérea das plantas infectadas, diferindo-
se estatisticamente do M3 e M1. Estes, por sua vez, também diferiram entre si, novamente o
M1 sendo o menos eficiente. Além disso, para o fator MST os métodos M2 e M3 néo diferem
estatisticamente entre si, produzindo massa seca total de 0,32 e 0,35 g.planta®
respectivamente, a diferenca ocorre somente em comparacdo com o M1 responsavel pela
producdo de 0,45 g.planta™. Para E e AF 0o M3 comprovou sua eficiéncia e diferiu-se dos
demais métodos (Tabela 3).

Todos os métodos de inoculacéo testados resultaram no desenvolvimento da doenga
nas plantas de feijdo. Programas de identificacdo de gendtipos resistentes a M. phaseolina
conduzidos em casa de vegetacdo tém seu foco direcionado aos estagios vegetativos iniciais
da cultura, principalmente em sementes e plantulas (VITERI; LINARES, 2017), desta forma,
as metodologias aplicadas no presente trabalho comprovam ser Uteis para programas de
selecOes de gendtipos.

A MSPA foi influenciada significativamente pelos diferentes métodos de inoculacéo.
O M2 foi responsavel pelos menores pesos secos de parte aérea de plantas de feijdo
inoculadas com o fungo M. phaseolina. Plantas inoculadas com o método M2 produziram
40% menos do que plantas inoculadas com o M1. Esta eficiéncia na reducdo de massa seca
nédo foi observada para o fator MST, onde plantas inoculadas com o M3 ndo diferindo do M2,
reduziram em 20% o peso total em comparacgéo as plantas inoculadas com o M1 (Tabela 3).

A Dbaixa eficacia do M1 sobre a MSPA pode ser explicada pelo curto periodo de
colonizacdo do substrato pelo fungo, pois a semeadura ocorreu logo ap6s o posicionamento
do disco micelial no copo plastico a quatro centimetros de profundidade. Dessa forma néo
houve tempo suficiente para o fungo completar a colonizagdo do substrato e posteriormente
infectar os tecidos hospedeiros. De maneira similar, Silva et al. (2016), ndo observaram
diferencas estatisticas entre a producdo de MSPA de plantas de feijdo inoculadas sob o
método do disco de micélio e a testemunha sem indculo.

A influéncia dos métodos de inoculagcdo também foi expressa sobre a emergéncia das

plantas de feijdo. As sementes semeadas sob o M3 apresentaram menores valores de
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emergéncia em comparacao aos demais métodos. Em média apenas 64,0% das sementes deste
tratamento emergiram, enquanto nos tratamentos M1 e M2, ndo diferindo entre si,
apresentaram emergéncia de 89,5 e 96%, respectivamente. Da mesma forma, Silva et al.
(2016), ao comparar trés métodos de inoculacdo de M. phaseolina em sementes de feijdo,
observaram reducgdo da emergéncia de plantas em avaliacdo realizada 10 DAE no método de
contato com restri¢do hidrica. Os autores afirmam ainda que métodos de inoculagdo nos quais
a semente entra em contato direto com o patdégeno reduzem o poder germinativo das mesmas.

O fator de variacdo métodos de inoculagéo foi significativo para a AF, demonstrando
diferenca estatistica entre os métodos utilizados (Tabela 3). Observou-se que o método M3
foi responséavel pelos menores indices de area foliar das plantas de feijdo inoculadas. Em

valores médios a reducéo foi de 3,6 e 6,0 cm?.planta™ para 0 M1 e M2 respectivamente.

Tabela 3 - Emergéncia de plantas (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca total
(MST), e é&rea foliar (AF) de plantas de feijoeiro comum submetidas a isolados
de Macrophomina phaseolina utilizando distintos métodos de inoculacéo,
UDESC, Lages/SC, 2018.

. . ~ MSPA MST AF
Método de inoculagdo E (%) (g.planta™) (g.planta®) (cm.planta’®)
M1 89,5A 0,30A 0,45A 23,4A
M2 96,0A 0,18C 0,32B 25,8A
M3 64,0B 0,22B 0,35B 19,8B

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

A andlise estatistica de variancia para o fator isolado (I) ndo demonstrou diferenca
significativa entre os parametros avaliados. Contudo, as varidveis MSPA, MSR, MST e AF
apresentaram diferenca estatistica quando comparadas a testemunha sem a presenca do
indculo. Diferente deste contexto, a emergéncia de plantas ndo diferiu estatisticamente da
testemunha, assim, os isolados testados no experimento ndo influenciaram significativamente
a emergéncia de plantas de feijoeiro (Tabela 4). Todavia, a mesma relacdo ndo ocorreu para
Sarkar & Mandal (2015), quando observaram diferenca no grau de agressividade de isolados
originarios de Jute (Corchorus olitorius), na emergéncia de plantas da mesma espécie.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os isolados testados, existe diferenca
percentual nos valores dos parametros avaliados em relacdo as testemunhas. A MSPA foi
influenciada pela inoculacéo do fungo M. phaseolina e sofreu reducéo de 0,14 g.planta™ ou
37,8% em comparacédo a plantas ndo inoculadas. O mesmo ocorreu para: MSR reduzindo em
0,08 g.planta™ ou 36,4%, MST reduzindo em 0,22 g.planta™ ou 37,3% e AF reduzindo em
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34,7 cm?.planta™ ou 60,2% (Tabela 4). Resultados semelhantes foram observados por Ndiaye
et al. (2008) quando inocularam isolados provenientes de solo e plantas de feijdo caupi
infectados por M. phaseolina em plantas de feijdo caupi, relatando que plantas infectadas
apresentaram reducdo na biomassa de hastes e das raizes quando comparadas com plantas
sadias. A reducdo percentual observada pelos autores para a biomassa de hastes e de raizes foi
de, respectivamente, 60,7% e 40,6%.

Todos os isolados foram efetivos ao causar a infeccdo nas plantas, diferindo-se
estatisticamente da testemunha e causando reducdo dos parametros avaliados. No entanto, ndo
foi constatado grau de agressividade entre isolados em relacdo aos fatores avaliados. Viteri e
Linares (2017), ao inocular plantas de feijoeiro comum com dois isolados de M. phaseolina,
PRI16 e PRJD16, obtidos respectivamente, da folha cotiledonar e da haste de plantas de feijdo
infectadas com o fungo, observaram maior agressividade do isolado PRI16 em relacdo ao
PRJD16.

Tabela4 — Emergéncia de plantas (E), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR), massa seca total (MST), e area foliar (AF) de plantas de
feijoeiro comum em fungdo da origem de isolados de Macrophomina
phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

Isolado E (%) MSPA-l MS-R.1 MST 1 2 AF -1
(g.planta’™) (g.raiz’”) (g.planta’™) (cm®.planta™)
MEMR31 80,2A 0,23B 0,14B 0,37B 24,4B
MEMRS57 81,6A 0,22B 0,14B 0,36B 22,1B
MEMR89 86,2A 0,25B 0,13B 0,39B 22,5B
Média® 82,7 0,23 0,14 0,37 23,0
Testemunha 88,6A 0,37A 0,22A 0,59A 57,7A
Reducao’ (%) 6,6 37,8 36,4 37,3 60,2

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Média geral dos trés isolados.; “Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
maiUsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

A analise estatistica demonstrou diferenca significativa em todos os parametros
testados para o fator cultivares de feijoeiro comum (Tabela 5).

Foi observado grau de suscetibilidade ao fungo M. phaseolina entre as cultivares de
feijoeiro testadas. A cultivar BRS Estilo demonstrou ser a mais suscetivel ao patégeno. Salvas
as diferencas intrinsecas cabiveis a cada gendtipo, esta cultivar foi a que menos emergiu
(65,8%) e a que menos produziu MSPA (0,19 g.planta?®), MSR (0,12 graiz?) e
consequentemente MST (0,31 g.planta). Em dados percentuais, foi a que mais sofreu
reducdo de todos os componentes avaliados, com exce¢do da AF quando a cultivar IPR
Tangara apresentou valores semelhantes, 22,0 e 21,8 cm®planta™, respectivamente. Para
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MSPA a cultivar produziu 51,3% a menos que a respectiva testemunha, da mesma forma,
54,5% a menos MSR e, por consequéncia, 52,5% a menos MST. A E e a AF também foram
afetadas em 23,1% e 60,1%, respectivamente. Por outro lado, a cultivar IPR Tangara
apresentou menor suscetibilidade a infeccdo de M. phaseolina. Os valores de reducdo de
MSPA, MSR, MST e AF foram de, respectivamente: 13,8%, 25,0%, 18,0% e 63,4%. Esta
cultivar ndo apresentou diferenca significativa em relagéo ao fator E quando comparada com a
testemunha sem inéculo. A cultivar IPR Uirapur( apresentou valores intermediarios, porém
significativos. A reducdo de MSPA, MSR, MST e AF nesta cultivar foi de, respectivamente:
40,0%, 30,4%, 36,7% e 60,3% (Tabela 5).

Apesar de ndo existirem trabalhos publicados na literatura a respeito da reacdo das
cultivares, testadas neste experimento, ao fungo M. phaseolina, a diferenca na suscetibilidade
das cultivares de feijdo a infeccdo de isolados aqui descrita também foi observada por Viteri
& Linares (2017), quando ndo encontraram genoétipos resistentes a M. phaseolina e
classificaram os genotipos: A 195, Badillo e PC 50 (Andinos) e 92BG-7 e 19365-31 (meio

americanos) como intermediarios no grau de suscetibilidade.

Tabela5- Emergéncia de plantas (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR), massa seca total (MST), e area foliar (AF) de cultivares de
feijoeiro comum, submetidas, ou ndo, a inoculagdo com isolados de
Macrophomina phaseolina. UDESC, Lages/SC, 2018.

Varidvel Cultivares Com inéculo Sem inéculo Reducéo’
IPR Uirapurd 95,4Aa 95,1Aa -0,3
E (%) BRS Estilo 65,8Ba 85,6Aa 23,1
IPR Tangara 88,0Aa 85,4Aa -3,0
Média 83,1 88,7 6,3
IPR Uirapuru 0,27Ab 0,45Aa 40,0
MSPA BRS Estilo 0,18Bb 0,37Ba 51,3
(g.planta™) IPR Tangara 0,25Aa 0,29Ca 13,8
Média 0,23 0,37 37,8
IPR Uirapuru 0,16Ab 0,23Aa 30,4
MSR BRS Estilo 0,10Bb 0,22Aa 54,5
(g.planta™) IPR Tangara 0,15Ab 0,20Aa 25,0
Média 0,14 0,22 36,4
IPR Uirapuru 0,43Ab 0,68Aa 36,8
MST BRS Estilo 0,28Bb 0,59ABa 52,5
(g.raiz’) IPR Tangara 0,41Ab 0,50Ba 18,0
Meédia 0,37 0,59 37,3
AF IPR Uirapurd 25,2Ab 63,4Aa 60,3
(cm?.planta™) BRS Estilo 22,0Bb 50,2Ba 56,2
' IPR Tangara 21,8Bb 59,6Aa 63,4
Média 23,0 57,7 60,1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha e
maiusculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.
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O parametro analisado AF apresentou interacdo dupla entre os fatores: isolado (1) e
cultivares (C). Os dados do desdobramento da interagdo mencionada estdo dispostos na tabela
6.

A interacdo dupla envolvendo o parametro AF e cultivares pode ser explicada pela
diferenca na producdo de area foliar propria de cada gendtipo, uma vez que o potencial de
crescimento e desenvolvimento inicial é caracteristica propria de cada cultivar. Esta interacéo
ainda possibilita aferir a existéncia de um grau de agressividade dos isolados ou ainda de
suscetibilidade da cultivar ao patdégeno. Observou-se que o isolado MEMR31 apresentou
maior agressividade quando inoculado na cultivar IPR Tangard, reduzindo a AF desta em
64,5%. O MEMR57 apresentou maior reducdo de AF quando inoculado na cultivar IPR
Uirapuru (62,7%) e o MEMR89 foi responsavel pela reducéo de 63,8% para as cultivares IPR
Uirapuru e IPR Tangara (Tabela 6).

Tabela6 - Desdobramento da andlise de variancia para area foliar de plantas de feijoeiro
comum em funcdo da origem dos isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares. UDESC, Lages/SC, 2018.

Isolado - v Cultivar_es 7
IPR Uirapurd BRS Estilo IPR Tangara

MEMR31 28,95Ba 23,06Bab 21,11Bb
MEMR57 23,62Ba 19,89Ba 22,69Ba
MEMRS89 22,93Ba 23,05Ba 21,53Ba
Média® 25,2 22,0 22,1
Testemunha 63,38Aa 50,21Ab 59,57Aa
Reducao® 60,3 56,2 62,9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Média geral dos trés isolados; 2Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
mindsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As variaveis MSPA e MST apresentaram interacdo dupla entre os fatores método (M)
e cultivar (C), os dados do desdobramento encontram-se expostos na tabela 7.

A producéo de MSPA foi afetada de forma distinta, entre as cultivares testadas, pelos
métodos de inoculacdo. Na cultivar IPR Uirapur o M2 proporcionou maior redugdo de
MSPA em relacdo aos demais métodos, 0 mesmo ocorreu com a cultivar IPR Tangara. Por
outro lado, ndo ha diferenca significativa entre métodos na cultivar BRS Estilo, que diferiu
estatisticamente das demais cultivares nos métodos M1 e M3 (Tabela 7).

A MST das plantas de feijoeiro foi afetada de forma similar a8 MSPA, porém, para a
cultivar IPR Uirapurd os métodos M2 e M3 ndo diferiram estatisticamente entre si, e

proporcionaram as maiores redugdes de MST (Tabela 7).
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Tabela7 - Desdobramento da anélise de variancia para massa seca de parte aérea (MSPA) e
massa seca total (MST) médias, em funcdo de métodos de inoculagdo e
cultivares de feijoeiro comum, UDESC, Lages/SC, 2018.

Métodos de inoculacdo

Variavel Cultivar M1 M2 M3
IPR Uirapuru 0,40Aa 0,18Ac 0,25Ab
MSPA (g.planta™) BRS Estilo 0,19Ca 0,19Aa 0,16Ba
IPR Tangara 0,32Ba 0,18Ac 0,26Ab
IPR Uirapuru 0,58Aa 0,33Ab 0,39Ab
MST (g.planta™) BRS Estilo 0,28Ca 0,31Aa 0,25Ba
IPR Tangara 0,48Ba 0,32Ab 0,42Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As varidveis MSR e E testadas na cultura do feijoeiro apresentaram interacdo tripla
entre os fatores método (M), isolado (1) e cultivar (C). Seguindo a discussdo da interacdo de
maior grau, os dados do desdobramento da interacao tripla encontram-se nas tabelas 8 e 9.

As médias de producdo de MSR das cultivares de feijoeiro oscilaram entre 0,04 e 0,19
g.raiz'. A MSR néo foi afetada na cultivar IPR Uirapur(i quando esta foi inoculada com o
MEMR31 independente do método utilizado. Por outro lado, quando foi inoculada com o
MEMRS9 sob o M2 apresentou 0,09 g.planta® (menores valores de MSR observados para
esta cultivar). A cultivar BRS Estilo apresentou os menores valores de MSR quando
inoculada com os isolados MEMR31 e MEMR57 sob 0 M3, ndo diferindo entre si. A cultivar
IPR Tangard ndo sofreu influéncia dos métodos de inoculacdo e isolados, exceto quando

inoculada com o MEMR89 diferiu-se dos demais isolados inoculados sob 0 M3 (Tabela 8).
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Tabela8 - Desdobramento da interacdo tripla do fator massa seca radicular média de
plantas de feijoeiro comum, em funcdo de métodos de inoculacdo e cultivares,
UDESC, Lages/SC, 2018.

] IPR Uirapurud
Método/Isolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,18Aa 0,18ABa 0,19Aa
M2 0,17Aa 0,19Aa 0,09Bb
M3 0,13Aa 0,14Ba 0,16Aa
, BRS Estilo
Método/Isolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,09ABa 0,09ABa 0,09Ba
M2 0,13Aa 0,13Aa 0,10Ba
M3 0,04Bb 0,07Bb 0,17Aa
Método/lIsolado IPR Tangara
MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0.17Aa 0,14Aa 0,16Aa
M2 0,16Aa 0,15Aa 0,11Aa
M3 0,20Aa 0,16Aab 0,14Ab

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A E das plantas de feijoeiro foi afetada pela interacdo tripla entre os fatores analisados.
Esta interacdo € resultado dos baixos valores de emergéncia das plantas da cultivar BRS
Estilo quando inoculadas com 0 MEMR31 (11,1%) e o MEMR57 (31,3%) sob o M3 (Figura

).
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Figura5— Plantas de feijoeiro comum, cultivar BRS Estilo, apresentando emergéncia
desuniforme devido & inoculagdo de isolados de Macrophomina phaseolina (A,
B e C) e emergéncia de plantas ndo inoculadas (D).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
A: Isolado MEMR31; B: Isolado MEMR57; C: Isolado MEMR89; D: Testemunha ndo inoculada. Fonte:

Para as demais cultivares ndo houve diferenca estatistica entre os métodos e isolados
(Tabela 9). Em ensaios de suscetibilidade de cultivares a patogenos ndo sao eficientes
metodologias destrutivas, ou que causem a total morte total de plantas. Pensando nisso, o
ajuste da concentracdo de indculo ideal deve ser estudado para garantir a manutengdo de

plantas visando o estudo comportamental da doenca.
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Tabela9- Desdobramento da interacdo tripla do fator emergéncia média de plantas de
feijdo, em funcdo de meétodos de inoculacdo e cultivares, UDESC, Lages/SC,

2018.
Método/lsolado IPR Uirapurd
MEMR31 MEMRS57 MEMRS89
M1 100,0Aa 100,0Aa 100,0Aa
M2 100,0Aa 91,1Aa 100,0Aa
M3 85,9Aa 91,1Aa 91,4Aa
i BRS Estilo
Método/lIsolado
MEMR31 MEMRS57 MEMRS89
M1 100,0Aa 57,0ABa 57,0Aa
M2 100,0Aa 91,1Aa 100,0Aa
M3 11,1Bb 31,3Bb 85,9Aa
Método/lIsolado IPR Tangara
MEMR31 MEMRS57 MEMR89
M1 100,0Aa 100,0Aa 100,0Aa
M2 91,1Aa 100,0Aa 91,1Aa
M3 69,0Aa 88,9Aa 57,8Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Observou-se que, para o feijoeiro, todos os métodos de inoculacdo de M. phaseolina
testados foram eficazes, porém destacou-se o método M3, com maior potencial destrutivo,
principalmente para a emergéncia de plantas. Considerando-se avaliar genotipos de feijoeiro
comum exclusivamente em relacdo a capacidade de emergéncia na presenca do fungo, o M3 é
indicado. Todavia, em experimentos objetivando-se analisar o efeito do patdgeno em
componentes da planta, 0 M2 e 0 M1, sdo indicados pela eficacia dos métodos sem ocasionar
a deterioracdo de sementes e morte precoce de plantulas, o que inviabilizaria o trabalho. Em
relacdo ao fator cultivar, o comportamento dos gendtipos IPR Uirapuru e IPR Tangara foi em
geral semelhante, demonstrando suscetibilidade ao patbgeno em menor grau em comparacao
com a cultivar BRS Estilo aos isolados de M. phaseolina. Ndo foram observadas diferengas
em relacdo a agressividade dos isolados em relacdo aos parametros testados, todavia estes

diferiram da testemunha sem indculo, comprovando a infecdo por M. phaseolina.
3.4.3 Milho
Os dados de analise de variancia para as avaliacbes de massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca radicular (MSR), massa seca total (MST) e emergéncia (E) de plantas de
milho encontram-se na tabela 10.
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Tabela 10 — Resumo da andlise de variancia para os parametros analisados na cultura do
milho em funcdo de métodos de inoculacdo, origem de isolados de
Macrophomina phaseolina e hibridos. UDESC, Lages/SC, 2018.

FV E MSPA? MSR? MST*
Método (M) 2,27 90,83* 124,42* 108,04*
Isolado (1) 0,08 0,49N 13,38* 2,29N
Hibrido (H) 3,78"% 11,83* 27,61* 22,60*
M x| 1,70M 18,47* 6,50* 10,08*
M xH 0,25M 1,43V 5,75% 3,25*
I xH 0,82 1,91N 5,80* 2,89*
MxIxH 1,34N° 0,69 5,54* 2,29*
C.V. 12,40 34,94 31,12 30,11

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
'Emergéncia de plantas; 2Massa seca de parte aérea; *Massa seca radicular; “Massa seca total; *Significativo a
5% de probabilidade de erro; “*nao significativo.

A andlise de variancia demonstrou significancia sobre o fator de variacdo método de
inoculacdo (M) para MSPA, MSR e consequentemente MST. Desta forma, observou-se
diferenca entre os métodos testados também para a cultura do milho, bem como visto na
cultura do feijdo. Todavia, a emergéncia de plantas, independente dos fatores de variagédo
envolvidos, ndo foi afetada pela inoculacdo com o patdgeno.

Ao estudar a resisténcia do Fonio (D. exilis) e do milheto (P. glaucum) a isolados de
M. phaseolina, obtidos a partir de solo e de tecido de plantas de feijdo caupi (V. unguiculata)
infectados, Ndiaye et al. (2008), ndo observaram reducdo na emergéncia de plantas destas
culturas em relacdo a plantas ndo inoculadas. No presente estudo também ndo foram
observados efeitos negativos da inoculacdo independentemente da origem dos isolados de M.
phaseolina em hibridos de milho. Sugere-se, portanto, relacéo de especificidade entre isolados
e hospedeiros do patdégeno. De forma geral, a emergéncia de gramineas parece ndo ser afetada
por M. phaseolina.

Para a cultura do milho, ao contrario do observado para a cultura do feijoeiro comum,
0 M3 demonstrou ser 0 método menos efetivo dentre os testados. A provavel explica¢do para
esse fato € a demora no tempo para colonizacdo do substrato pelo patogeno, propiciando
maior tempo para crescimento vegetal até que o fungo possa infectar a planta. Outra hipdtese
seria baixa suscetibilidade da cultura do milho ao acréscimo no potencial de indculo
ocasionado pela adi¢do dos métodos.

A MSPA de plantas de milho foi afetada pelos distintos métodos. O M1 e M2 nao
diferiram estatisticamente entre si, e foram responsaveis pelos menores valores observados de
MSPA. Diferente do ocorrido com a cultura do feijdo, o0 M3 foi 0 método menos eficiente na
reducéo de massa seca para a cultura do milho. Em média, o0 M3 produziu 0,11 g.planta™ ou
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40,7% a mais que plantas inoculadas com o M1 ou M2. O método M2 proporcionou maior
reducdo de MSR. Em geral, plantas inoculadas com o M2 produziram metade da massa seca
radicular produzida por plantas inoculadas com 0 M1 ou M3. Observou-se entdo que a adicao
do disco micelial ao método M3 ndo foi efetiva para este parametro. O comportamento
apresentado pela varidvel MST foi semelhante ao apresentado pela MSPA, demonstrando a
inexisténcia de diferenca estatistica entre os métodos M1 e M2, considerados, neste caso, com
maior eficiéncia em causar infeccdo pelo patdgeno em comparacdo ao M3 (Tabela 11).
Agressividade de isolados de M. phaseolina foi observada por Khan et al. (2017),
quando inocularam o patégeno sob método do palito em cultivares de grdo-de-bico. As
plantas inoculadas apresentaram reducdo no comprimento radicular de 44 - 49% e no peso
fresco de 55 — 63%, todavia, 0 peso seco de plantas infectadas foi 26 — 38% maior que plantas
saudaveis. Da mesma forma os autores avaliaram o comportamento dos isolados na cultura do
girassol, observando reducdo de 41 — 52% de massa fresca de plantas inoculadas com o

patégeno em comparagdo com seu controle.

Tabela 11 - Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) e massa seca
total (MST) de plantas de milho submetidas a isolados do fungo Macrophomina
phaseolina em distintos métodos de inoculacdo, UDESC, Lages/SC, 2018.

Meétodo de inoculag&o MSPA (g.planta™) MSR (g.raiz’") MST (g.planta™)
M1 0,17B 0,21A 0,37B
M2 0,15B 0,11B 0,32B
M3 0,27A 0,22A 0,45A

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A inoculagédo de M. phaseolina foi responsavel pela reducdo significativa de MSR das
plantas de milho infectadas, todavia a MSPA e a MST ndo foram afetadas. De maneira
semelhante, Ndiaye et al. (2008) n&o observaram reducdo significativa da massa seca
radicular e total de plantas de fonio e de milheto inoculadas com isolados de M. phaseolina
oriundos de solo e de plantas de feijdo caupi infectados. Estes resultados em conjunto
demonstram variagdo no grau de resisténcia de plantas da familia Poaceae em relacdo ao
patdgeno. Os dados contendo a MSR das plantas de milho inoculadas com M. phaseolina sob
diferentes isolados encontram-se na tabela 12.

Observou-se que todos os isolados diferiram estatisticamente da testemunha,
comprovando a eficiéncia destes em gerar infec¢do nas plantas de milho, independentemente
de sua origem. O mesmo foi observado por Khan et al. (2017), quando constataram a infecgéo
de M. phaseolina ao inocular grdo-de-bico e girassol com isolados provenientes das culturas
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do gergelim, algoddo e feijdo caupi. E também por Sarkar & Mandal (2015), quando
inocularam quatro isolados de M. phaseolina em plantas de Juta (Corchorus olitorius),
originarios de diferentes regides produtoras da india e observaram que o isolado proveniente
de Nagaon foi 0 mais agressivo para os fatores avaliados.

Dentre os trés isolados, 0 MEMR31 e 0 MEMR57 apresentaram maior reducdo da
MSR das plantas testadas, ndo diferindo entre si. Todavia, 0 MEMR57 também ndo diferiu do
MEMRS89, sendo considerado de aspecto intermediario quanto ao grau de agressividade para
este parametro. Em termos percentuais a reducao de MSR causada pelos isolados em relacéo a
testemunha foi de 36% para o MEMR31, 28% para 0 MEMR57 e 20% para 0 MEMR89
(Tabela 12). De forma similar, Khan et al. (2017), relataram a reducdo do crescimento
radicular de plantas de gréo-de-bico e girassol infectadas com M. phaseolina, porém sem grau

de agressividade entre isolados.

Tabela 12 — Massa seca radicular (MSR) de plantas de milho em funcdo da origem de
isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

Isolado MSR (g.raiz™")
MEMR31 0,16C
MEMRS57 0,18BC
MEMR89 0,20B
Média* 0,18
Testemunha 0,25A
Reducéo® (%) 28,0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Média geral dos trés isolados; 2Reducéo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Foram observadas diferencas significativas para MSPA, MSR e, consequentemente,
MST, entre os hibridos de milho. Todos os gendtipos sofreram reducdo, em diferentes graus,
de massa seca das plantas em comparagdo com as testemunhas sem indculo, comprovando a
eficiéncia dos métodos de inoculacdo de M. phaseolina para a cultura do milho.

De modo geral, foi observado, grau de suscetibilidade dos hibridos de milho a
inoculacdo de M. phaseolina. Neste caso, observou-se que o hibrido Status Viptera3 foi o que
menos sofreu redugdo de MSPA, MSR e MST. O hibrido Formula Viptera sofreu, dentre os
trés, a maior reducdo de MSR, 33% em relacdo a testemunha sem inoculo, e o hibrido
P1630H sofreu a maior reducdo de MSPA, 45,1% e de MST, 39,6% também em relacdo a

testemunha sem indculo (Tabela 13).
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Tabela 13 - Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) e massa seca
total (MST) de hibridos de milho submetidos, ou n&o, a inoculagdo com isolados
de Macrophomina phaseolina. UDESC, Lages/SC, 2018.

Variavel Hibridos Com _Sem Reducéo®
in6culo indculo

Férmula Viptera 0,21Ab 0,35Aa 40,0
MSPA P1630H 0,17Bb 0,31Aa 45,1
(g.planta™) Status Viptera3 0,22Ab 0,31Aa 29,0
Média 0,20 0,32 37,5
Férmula Viptera 0,18Bb 0,27Aa 33,3
MSR P1630H 0,15Cb 0,22Ba 31,8
(g.raiz’) Status Viptera3 0,20Ab 0,26Aa 23,0
Média 0,18 0,25 28,0
Férmula Viptera 0,39Ab 0,62Aa 37,0
MST P1630H 0,32Bb 0,53Ba 39,6
(g.planta™) Status Viptera3 0,42Ab 0,57ABa 26,3
Média 0,38 0,57 33,3

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéio: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na linha e
mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Observou-se interacdo dupla entre os fatores método (M) e isolado (I) para a variavel
analisada MSPA. Os dados do desdobramento encontram-se na tabela 14.

De modo geral foi observado comportamento similar para os trés isolados de M.
phaseolina utilizados, os quais diferiram estatisticamente dentre os métodos testados apenas
para 0 M3. No M1 e no M2 os isolados apresentaram comportamento semelhante, ndo
diferindo estatisticamente entre métodos. Todavia, dentro de cada método observaram-se
diferencgas significativas entre os isolados testados. No M1 o isolado MEMR89, néo diferiu
estatisticamente do MEMR31, porém, proporcionou os menores valores de MSPA dentro
deste método. De forma similar, no M2 o MEMR®89 apresentou diferenca estatistica dos
isolados testados e também foi responsavel pela maior reducdo de MSPA do método. J& no
M3 o inverso foi observado, e 0 M3 diferindo dos demais foi o que menos influenciou a
MSPA das plantas de milho (Tabela 14).

Em relacdo a severidade de M. phaseolina em acessos de meloeiro, Medeiros et al.
(2015) verificaram diferencas entre os métodos de inoculagdo palito e com substrato, neste
caso, 0 metodo do palito foi mais eficiente para discriminar 0s acessos para resisténcia ao
patdégeno. Porém, ao contrario do observado no presente trabalho, ndo foram observadas
diferencas de agressividade entre os isolados.
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Tabela 14 - Desdobramento da analise de variancia para massa seca da parte aérea (MSPA:
g.planta’) de plantas de milho em funcdo da origem dos isolados de
Macrophomina phaseolina e métodos de inoculagdo, UDESC, Lages/SC, 2018.

Métodos de inoculacdo

Isolado

M1 M2 M3
MEMR31 0,17ABb 0,18Ab 0,25Ba
MEMRS57 0,19Ab 0,18Ab 0,24Ba
MEMRS89 0,14Bb 0,11Bb 0,33Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A MSR das plantas de milho apresentou interacdo tripla entre os fatores analisados. O
comportamento dos isolados sofreu influéncia dos métodos de inoculacdo para o hibrido
Férmula Viptera. O comportamento dos isolados foi estatisticamente igual no M1 e M2,
porém, no M3 o MEMR57 demonstrou reducdo nos valores de MSR diferindo-se dos demais.
Para o hibrido P1630H, o comportamento dos isolados seguiu a mesma tendéncia observada
no hibrido Férmula Viptera para os métodos M1 e M2, porém no M3 0 MEMR31 demonstrou
0s menores valores para MSR, diferindo-se dos demais. Ja no hibrido Status Viptera3 o
comportamento dos isolados foi igual apenas no M1. No M2 o MEMR31 e 0 MEMR57 foram
0s responsaveis pelos menores valores de MSR e diferiram estatisticamente do MEMR89. No
M3 os menores valores foram apresentados pelos isolados MEMR31 e MEMR57, porém este
ultimo néo diferiu estatisticamente do MEMR89 para este método (Tabela 15).

Quando comparamos o comportamento dos isolados independentemente do fator
hibridos, observou-se que os menores valores para MSR foram encontrados no M2 para 0s

trés isolados testados.
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Tabela 15 - Desdobramento da interacdo tripla da variancia para massa seca radicular (MSR:
g.raiz') média de plantas de milho em funcdo de métodos de inoculagdo,
isolados e hibridos, UDESC, Lages/SC, 2018.

Férmula Viptera

Método/lIsolado

MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,20Aa 0,25Aa 0.21Ba
M2 0,12Ba 0,10Ba 0,14Ca
M3 0,21Ab 0,13Bc 0,27Aa
, P1630H
MétodofIsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,14Aa 0,19Ba 0,14ABa
M2 0,09Ba 0,08Ca 0,12Ba
M3 0,13ABb 0,26Aa 0,18Ab
Status Viptera3
Meétodo/lsolado
MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,25Aa 0,24Aa 0,24Aa
M2 0,08Bb 0,09Bb 0,17Ba
M3 0,22Ab 0,25Aab 0,29Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A MST das plantas de milho também apresentou interacdo tripla entre os fatores
analisados. Os dados do desdobramento desta interacéo tripla sdo apresentados na tabela 16.

Observou-se comportamento distinto dos métodos de inoculacdo e dos isolados dentro
do hibrido Formula Viptera. Analisando o comportamento dos isolados no método de
inoculacdo M1, observou-se que 0 MEMR®89, nédo diferindo estatisticamente do MEMR31
apresentou os menores valores de MST obtidos para o hibrido mencionado. No M2, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os isolados. No M3, no entanto, os isolados
MEMR31 e MEMRS57 apresentaram os menores valores de MST, diferindo estatisticamente
do MEMRS89. Para o hibrido P1630H o comportamento dos isolados no M1 e no M2 foi
semelhante, ndo diferindo entre si, ao contrario do M3 quando o MEMR31, néo diferindo do
MEMRS89, apresentou 0os menores valores de MST para este método. Para o hibrido Status
Viptera3, no M1 e M2 ndo foram observadas diferencas entre os isolados, porém no M3 o
MEMR31 e 0o MEMR57, néo diferindo entre si, foram os isolados que proporcionaram maior
reducdo de MST.
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Tabela 16 - Desdobramento da interacdo tripla da variancia para massa seca total (MST:
g.planta™®) média de plantas de milho em funcdo de métodos de inoculacéo,
isolados e hibridos, UDESC, Lages/SC, 2018.

Férmula Viptera

Método/Isolado

MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,39ABab 0,46Aa 0,35Bb
M2 0,30Ba 0,31Ba 0,25Ba
M3 0,46Ab 0,36ABb 0,62Aa
, P1630H
Método/lsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,29Aa 0,35Ba 0,24Ba
M2 0,25Aa 0,25Ba 0,21Ba
M3 0,35Ab 0,49Aa 0,45Aab
Meétodo/lsolado Status Viptera3
MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,43Aa 0,43Aa 0,42Ba
M2 0,28Ba 0,24Ba 0,28Ca
M3 0,49Ab 0,53Ab 0,68Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minlsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Diante do exposto, pode-se observar que para cultura do milho, a adicdo do M1 e M2,
formando o M3 ndo é eficiente em aumentar o grau de reducdo dos parametros analisados
pela infeccdo de M. phaseolina, desta forma, em programas de selecdo de gendtipos, tanto o
M1 quanto o M2 podem ser indicados em detrimento do M3. Dentre os hibridos testados, o
P1630H demonstrou maior suscetibilidade ao patégeno, ja os hibridos Férmula Viptera e
Status Viptera3 demonstraram resultados semelhantes de menor suscetibilidade. Os isolados
apresentaram grau de agressividade contrastante apenas para o parametro MSR, sendo o
MEMR31 juntamente com o MEMRS57, considerados os mais agressivos, em contraste ao
MEMRS89.

3.4.4 Soja
Os dados de analise de variancia para as avaliagdes de emergéncia (E), massa seca da

parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR), massa seca total (MST) de plantas de soja,

encontram-se na tabela 17.
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Tabela 17 - Resumo da analise de variancia para os parametros avaliados na cultura da soja
em funcdo de métodos de inoculagdo, origem de isolados de Macrophomina
phaseolina e cultivares. UDESC, Lages/SC, 2018.

FV E! MSPA? MSR® MST?
Método (M) 61,89* 66,95* 256,72* 114,28*
Isolado (1) 1,26"° 3,96* 30,43* 8,99*
Cultivar (C) 24,60* 31,75* 68,52* 41,54*
M x| 1,12N8 3,21* 10,56* 4,10*

M x C 15,01* 31,27* 42,19* 34,95*
IxC 0,45 2,228 3,41* 2,76*
MxIxC 1,42N8 3,45* 6,70* 4,10*
C.V. (%) 27,72 43,90 36,15 40,02

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
'Emergéncia de plantas; 2Massa seca de parte aérea; *Massa seca radicular; “Massa seca total; *Significativo a
5% de probabilidade de erro; ™ ndo significativo.

O fator de variacdo método de inoculacdo (M) apresentou significancia para todas as
variaveis testadas. Ao contréario do observado por Cruciol & Costa (2018) que ao avaliar o
comportamento de metodologias de inoculacdo de M. phaseolina em plantas de soja, ndo
observaram influéncia dos métodos de inoculacdo na altura de plantas da cultivar CD 2737
RR.

Em termos gerais, observou-se que 0 M3 (método misto) foi o método mais efetivo,
diferindo-se do M1 (disco micelial), mais ténue, e do M2 (suspensdo de hifas e
microesclerddios incorporadas ao solo), considerado de aspecto intermediario (Tabela 18).
Outra variavel e outra cultura.

A MSPA de plantas apresentou diferenca significativa entre métodos de inoculagdo. O
M3 foi responsavel pela maior reducdo de MSPA das plantas inoculadas. O M2 foi o que
menos afetou este parametro. Plantas inoculadas com o M3 apresentaram reducdo de 50% no
peso de parte aérea de planta do que as inoculadas no M2. Da mesma forma, a MSR e a MST
foram afetadas pelos métodos de inoculacdo e apresentaram comportamentos similares.
Plantas inoculadas no M3 reduziram em 63% a MSR e 56% a MST em comparacdo com as
plantas inoculadas no M1 (Tabela 18).

A reducdo de massa seca pode ser explicada pela queda no vigor das plantas
inoculadas quando a infec¢do ocorre no estagio de primeiro trifélio, como relatado por
Ishikawa et al. (2018).

Os métodos de inoculagdo também influenciaram significativamente a emergéncia de
plantas de soja. As sementes que foram semeadas no M3 apresentaram emergéncia de apenas
20,6%. No M2 a germinacdo foi de 93,4%, enquanto que no M1 esse valor foi de 79,5%
(Tabela 2). O método M3 ¢ constituido pela adicdo do M1 e M2, portanto, a concentracdo de

indculo neste caso foi maior que nos demais (concentracdo aproximada de microesclerddios:
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M1: 6x10°% M2: 3x10% M3: 3,6x10%), possibilitando indicar a existéncia de uma concentracio
de indculo ideal para infe¢éo pelo patdgeno.

Tabela 18 — Emergéncia (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR)
e massa seca total (MST) de plantas de soja submetidas a isolados de
Macrophomina phaseolina utilizando distintos métodos de inocula¢do, UDESC,
Lages/SC, 2018.

) . x MSPA MSR MST
Método de inoculagéo E (%) (g.planta™) (g.raiz’) (g.planta)

M1 79,5A 0,22A 0,11A 0,34A

M2 93,4A 0,15B 0,07B 0,21B

M3 20,6B 0,11C 0,04C 0,15C

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

Com excecdo da emergéncia, todos os parametros apresentaram (da mesma forma
ocorrida com método de inoculacdo) diferenca significativa entre os isolados testados (Tabela
19).

A producédo de massa seca da planta foi afetada pela presenca do fungo M. phaseolina
independente do isolado utilizado, porém, estes apresentaram grau de agressividade diferente.
Em geral, os isolados MEMR31 (proveniente de raizes de feijdo infectadas) e MEMR57
(proveniente de raizes de soja infectadas) promoveram maior reducdo dos parametros
avaliados em comparacdo ao MEMR89 (proveniente de raizes de milho infectadas). Estes
resultados levam a aferir relagdo entre a familia botanica da espécie originaria do isolado e a
familia da espécie inoculada, uma vez que os isolados MEMR31 e MEMR57 sdo originarios
de plantas pertencentes a mesma familia Fabaceae. Diferencas na agressividade de isolados
também foram observadas por Sexton et al. (2016) ao inocular isolados de M. phaseolina
oriundos do sul e norte dos Estados Unidos da America, em cultivares de soja oriundas de
ambas as regides. Neste caso, os isolados provenientes do norte do pais foram mais agressivos
que os isolados do sul, em dois dos trés experimentos analisados.

A producdo de MSR de plantas de soja foi afetada em 62,5% quando se utilizaram os
isolados MEMR31 e MEMR57 em relacdo a testemunha sem indculo. Neste contexto, a
reducdo de MSPA e de MST foi de 62,5 e 46,3%, respectivamente. O MEMRS89 diferiu
significativamente dos demais isolados e da testemunha apresentando menores valores de
reducdo na producgéo de massa seca da planta: 25,0% para MSPA, 43,7% para MSR e 36,6%
para MST (dados ndo apresentados).

A emergéncia de plantas de soja ndo foi influenciada pelos isolados utilizados, nao

diferindo entre si estatisticamente, todavia, este pardmetro se difere das plantas néo
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inoculadas com o fungo. Estas plantas apresentaram média de emergéncia de 99,0%, enquanto
apenas 59,8% das plantas emergiram na presenca do indculo (Tabela 19).

Tabela 19 — Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR), massa seca
total (MST) e emergéncia (E) de plantas de soja em funcdo da origem de
isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

MSPA MSR MST
Isolado E (%) (g.planta™) (g.raiz’?) (g.planta™)
MEMR31 58,6B 0,15C 0,06C 0,21C
MEMR57 54,3B 0,16BC 0,06C 0,23C
MEMR89 66,4B 0,18B 0,09B 0,26B
Média* 59,8 0,16 0,07 0,23
Testemunha 99,0A 0,24A 0,16A 0,41A
Redugéoz 39,6 33,3 56,2 43,9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Média geral dos trés isolados; 2Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Foram observadas, para todos os parametros testados, diferencas significativas entre as
cultivares de soja (Tabela 20).

De modo geral a cultivar BMX Ativa foi a menos suscetivel a inoculagdo com o fungo
M. phaseolina, diferindo-se estatisticamente das demais em todas as variaveis testadas. Além
disso, para emergéncia de plantas esta cultivar apresentou resultados iguais estatisticamente a
testemunha sem inoculo. Por outro lado, a cultivar BMX Turbo foi considerada a mais
suscetivel ao fungo, ndo diferindo da cultivar BMX Lanca (que apresentou resultados
intermediarios) apenas nos parametros MSPA e E demonstrando assim, existéncia de grau de
resisténcia de genotipos de soja ao patdgeno, da mesma forma observada por Ishikawa et al.
(2018), quando separou as cultivares de soja testadas, em grupos de acordo com a
suscetibilidade a M. phaseolina, classificando as cultivares BMX Apolo, NA5909 e BMX
Tornado em suscetiveis, BMX Poténcia e Vmx como intermediarias e BMX Elite e
GDM151029 como resistentes.

A cultivar BMX Turbo, considerada como a mais suscetivel ao patégeno, sofreu
reducdo de 40,9% na MSPA, 70,6% na MSR, 53,8% na MST e 57,3% na E de plantas quando
comparada a mesma cultivar ndo inoculada. Para a cultivar BMX Langa, considerada de
suscetibilidade intermediaria, a reducdo foi de 42,3% na MSPA, 61,1% na MSR, 43,6% na
MST e 50,8% na EMERG, também em comparagdo com a sua respectiva testemunha. A
cultivar BMX Ativa, menos suscetivel, esses valores de reducdo foram de 16% na MSPA,
40% na MSR, 31,8% na MST e 5,8% na E (Tabela 20).
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Com excecéo da cultivar BMX Ativa que ndo diferiu da testemunha no parametro E,
todas as varidveis e todas as cultivares apresentaram reducdes estatisticamente significativas,
comprovando novamente a eficacia dos diferentes métodos de inoculacdo do fungo M.
phaseolina empregados. Da mesma forma, todos os métodos de inoculacdo de M. phaseolina
testados por Cruciol & Costa (2018), foram eficientes demonstrando o desenvolvimento da
doenga em plantas de soja inoculadas.

Tabela 20 - Emergéncia de plantas (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR) e massa seca total (MST) de cultivares de soja, submetidas, ou
ndo, a inoculagdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC,
Lages/SC, 2018.

Variavel Cultivares Com indculo Sem indculo Reducéo’
BMX Turbo 42,7Bb 100,0Aa 57,3
E (%) BMX Lanca 47,7Bb 97,0Aa 50,8

BMX Ativa 94,2Aa 100,0Aa 58

Média 61,5 99,0 37,9
BMX Turbo 0,13Bb 0,22Ba 40,9
MSPA BMX Lanca 0,15Bb 0,26Aa 42,3
(g.planta™) BMX Ativa 0,21Ab 0,25ABa 16,0
Média 0,16 0,24 33,3
BMX Turbo 0,05Cb 0,17Aa 70,6
MSR BMX Lanca 0,07Bb 0,18Aa 61,1
(g.raiz’) BMX Ativa 0,09Ab 0,15Ba 40,0
Média 0,07 0,17 58,8
BMX Turbo 0,18Cb 0,39Aa 53,8
MST BMX Lanca 0,22Bb 0,39Aa 43,6
(g.planta™) BMX Ativa 0,30Ab 0,44Aa 31,8
Média 0,23 0,41 43,9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na linha e
mailsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

A analise de variancia apresentou para o parametro E interacdo dupla entre os fatores
método de inoculacdo (M) e cultivares (C). Observou-se que no M1 as cultivares BMX Lanca
e BMX Ativa ndo diferiram estatisticamente e apresentaram emergéncia maxima (100%),
diferindo apenas da cultivar BMX Turbo que apresentou 45,2% de emergéncia. No M2 as trés
cultivares ndo se diferem estatisticamente, ao contrario do observado no M3, quando as
cultivares BMX Turbo e BMX Lanca apresentando valores de 10,2 e 1,6% de emergéncia,
respectivamente, iguais entre si, diferem da cultivar BMX Ativa com E de 83,0% (Tabela 21).

Diferencas de suscetibilidade de geno6tipos de soja a inoculagdo com M. phaseolina em
diferentes métodos de inoculagdo também foram observadas por Ishikawa et al. (2018),
quando as plantas foram inoculadas pelo método da puncéo da haste com palito colonizado, as

cultivares BMX Apolo, BMX Tornado e BMX Poténcia foram suscetiveis, enquanto BMX
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Elite apresentou-se com maior grau de resisténcia. Por outro lado, quando as plantas foram
inoculadas pelo método de inoculagdo por infestacdo do solo, a cultivar BMX Tornado foi a
que apresentou maior grau de resisténcia, enquanto as demais cultivares apresentaram

comportamento intermediario.

Tabela 21 - Desdobramento da analise de variancia para emergéncia (E: %) média de plantas
de soja em funcdo de métodos de inoculacdo e cultivares, UDESC, Lages/SC,

2018.
. Métodos de inoculagéo
Cultivar M1 M2 M3
BMX Turbo 45,2Bb 92,9Aa 10,2Bc
BMX Lancga 100,0Aa 87,4Aa 1,6Bb
BMX Ativa 100,0Aa 100,0Aa 83,0Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os fatores testados MSPA, MSR e MST apresentaram, na andlise de variancia,
interacdo tripla entre método (M), isolado (1) e cultivar (C) (Tabela 22). Como a interacdo
tripla é a de maior grau presente no trabalho serdo demonstradas em preferencia as demais
interacGes duplas apontadas pela estatistica dos dados.

Para esta interacdo observou-se a mesma tendéncia, salvo excec¢bes, do menor grau de
agressividade do isolado MEMR89, da maior suscetibilidade da cultivar BMX Ativa ao
patdgeno e também do maior potencial destrutivo do método de inoculagdo M3.

A existéncia da interacdo tripla pode ser explicada pelo fato da cultivar BMX Langa
apresentar MSPA de 0,01 g.planta™ quando inoculada com o isolado MEMR31 dentro do
método de inoculagdo M2. Por tratar-se de valores considerados baixos, em relagdo aos
demais tratamentos, a média do devido isolado e método sofreram reducdo. Porem, existe a
confiabilidade dos dados, pois, a mesma cultivar dentro do mesmo método de inoculacao
apresenta valores médios baixos para os demais isolados (MEMR57= 0,05 g.planta™ e
MEMR89= 0,08 g.planta™) ndo diferindo entre si estatisticamente (Tabela 22).

Isolados de M. phaseolina origindrios do norte dos Estados Unidos da Ameérica
(EUA), apresentaram incremento da doenca em cultivares provenientes da mesma regido
quando comparado com a acdo de isolados provenientes do sul do pais (SEXTON et al.,
2016). A implicacdo préatica deste contexto estd na necessidade de analisar a interacdo entre
origem, no que se refere a regido, e a cultura infectada da qual o isolado foi obtido. Assim

futuros ensaios visando obtencéo de cultivares com grau de resisténcia ao patdgeno devem ser
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conduzidos em condicOes especificas, com inoculacdo de isolados provenientes da mesma
regido e, de preferéncia, oriundos de mesma espécie botanica.

Tabela 22 - Desdobramento da interacdo tripla da variancia para massa seca da parte aérea
(MSPA) média em g.planta™, de plantas de soja em funcdo de métodos de
inoculagao, isolados e cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

) | BMX Turbo
Metodo/Isolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,14Ab 0,11Ab 0,24Aa
M2 0,09Ab 0,16Aab 0,19Aa
M3 0,09Aa 0,10Aa 0,08Ba
. BMX Lanca
Meétodo/lIsolado
MEMR31 MEMRS57 MEMR89
M1 0,29Aa 0,27Aa 0,25Aa
M2 0,11Bb 0,11Bb 0,20Aa
M3 0,01Ca 0,05Ba 0,02Ba
) BMX Ativa
Meétodo/lIsolado
MEMR31 MEMRS57 MEMR89
M1 0,25Aa 0,25Aa 0,21ABa
M2 0,16Ba 0,15Ba 0,16Ba
M3 0,20ABa 0,24Aa 0,23Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na linha e maidsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Da mesma forma que para a variavel anterior discutida, a MSR também apresentou
interacdo tripla entre os fatores testados. Para o fator método observou-se a mesma linha de
tendéncia, ou seja, 0 M3 apresentando menores valores de MSR e diferindo-se dos demais
métodos, salvo exce¢des. Neste contexto, observamos que a producdo de MSR foi quase nula
na cultivar BMX Lanca inoculada com o M3 (a média dos trés isolados foi equivalente a
0,006 gramas de massa seca radicular por planta).

A tendéncia para o comportamento dos trés isolados também foi mantida, ou seja, o
grau maior de agressividade é designado ao MEMR31 e MEMRS57, em geral ndo diferindo
entre si, e 0 grau menor a0 MEMR®89. A diferenca entre os trés isolados ndo foi constatada
guando houve alta suscetibilidade das cultivares ao patégeno. Esse caso pode ser
exemplificado pelo comportamento da cultivar BMX Turbo, quando inoculada com o M3
produziu MSR de 0,02 g.raiz”* para 0 MEMR31, 0,03 g.raiz"* para 0 MEMR57 e 0,02 g.raiz™
para 0 MEMRA89, e também pela cultivar BMX Ativa quando inoculada com 0 M3 produziu
MSR de 0,07 g.raiz* para 0 MEMR31, 0,06 g.raiz' para 0o MEMR57 e 0,08 g.raiz* para o
MEMRS89 (Tabela 23).
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A origem dos isolados MEMR31 e MEMR89 utilizados neste experimento provém da
regido centro-oeste brasileira, ja as cultivares de soja, sdo cultivadas preferencialmente no sul
do pais. Esta informacdo € relevante uma vez que ocorreu a interacdo entre estes fatores
adicionalmente ao fator método de inoculacdo. Sexton et al. (2016), ao analisar o
comportamento de isolados de diferentes regides dos EUA, sugeriram que metodologias que
visem estudar a resisténcia de cultivares de soja, sejam conduzidas, em ensaios prévios de
casa de vegetacao, utilizando-se isolados e cultivares originarios da mesma regido, uma vez
gue o patdgeno é heterogéneo. Neste contexto seria interessante analisar a suscetibilidade de

cultivares do centro-oeste brasileiro com o MEMR31 e MEMRS89 utilizados.

Tabela 23 - Desdobramento da interacdo tripla da variancia para massa seca radicular (MSR)
média em g.raiz’, de soja em funcdo de métodos de inoculacdo, isolados e
cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

Método/Isolado BMX Turbo
MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,03Abb 0,04Ab 0,12Aa
M2 0,05Ab 0,05Ab 0,09Ba
M3 0,02Ba 0,03Aa 0,02Ca
3 BMX Langa
Metodo/lsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,12Ab 0,14Aab 0,15Aa
M2 0,06Bb 0,05Bb 0,11Ba
M3 0,01Ca 0,01Ca 0,0Ca
, | BMX Ativa
Metodo/lsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,14Aa 0,14Aa 0,12Aa
M2 0,05Bb 0,06Bb 0,10Ba
M3 0,07Ba 0,06Ba 0,08Ba

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minasculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A variavel MST também apresentou interacdo tripla, justamente por ser um resultado
da soma da MSPA e da MSR. As linhas de tendéncia observadas anteriormente também
foram constatadas neste fator, levando a crer na existéncia de um grau de agressividade entre
os isolados, grau de suscetibilidade entre as cultivares e grau de eficacia dos métodos de
inoculacdo. Os dados desdobrados para a interacdo tripla do parametro MST das plantas de

soja encontram-se na tabela 24.
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Tabela 24 - Desdobramento da interacdo tripla da variancia para massa seca total (MST)
média em g.planta®, de soja em funcdo de métodos de inoculagdo, isolados e
cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

] BMX Turbo
MétodofIsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,14Ab 0,11Ab 0,24Aa
M2 0,09Ab 0,16Aab 0,19Aa
M3 0,09Aa 0,10Aa 0,08Ba
] BMX Lanca
MétodofIsolado MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,29Aa 0,27Aa 0,25Aa
M2 0,11Bb 0,11Bb 0,20Aa
M3 0,01Ca 0,05Ba 0,02Ba
, BMX Ativa
Método/Isolado
MEMR31 MEMR57 MEMRS9
M1 0,25Aa 0,25Aa 0,21ABa
M2 0,16Ba 0,15Ba 0,16Ba
M3 0,20ABa 0,24Aa 0,23Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras minlsculas diferentes na linha e mailsculas diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Para a cultura da soja observou-se que o M3 foi 0 método mais eficiente ao reduzir
significativamente os parametros testados, contrastando com os demais métodos, podendo ser
indicado para programas de selecdo de cultivares de soja visando resisténcia a podriddo
cinzenta da raiz, da mesma forma, apesar do M2 ter apresentado comportamento menos eficaz
gue 0 M3, este também apresentou resultados satisfatério, podendo também ser indicado para
a mesma finalidade. Dentre as cultivares testadas, observou-se grau de suscetibilidade
contrastante, sendo a cultivar BRS Turbo a mais suscetivel ao patdgeno, seguida da cultivar
BRS Langa, considerada intermediaria, e da cultivar BRS Ativa, considerada a menos
suscetivel. Dentre os isolados, observou-se comportamento similar entre os isolados
MEMR31 e MEMR57, contrastando com o isolado MEMR89 em agressividade, sendo este
ultimo considerado como menos agressivo dentre o0s trés.

Para as trés culturas, a reducédo geral de massa seca (MSPA, MSR e MST) é explicada
pela infeccdo de M. phaseolina inicialmente nas raizes destas culturas e progredindo para a
colonizacdo da haste/colmo (Figura 6). Durante a fase de colonizagéo, ocorre a produgéo de
microesclerodios nas células dos vasos condutores, estas estruturas sdo, em tamanho, maiores
que 0s vasos possam comportar, ocorrendo a ruptura da parede celular e consequentemente

interrupcdo no fluxo de seiva da planta, resultando em menor acimulo de massa, menor
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crescimento vegetal e também diminui¢do do vigor, além de também afetar a area foliar
(DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

Figura6 — Microesclerddios de Macrophomina phaseolina produzidos em raizes infectadas
de soja cultivar BRS Turbo, Barracéo, RS.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A: Raiz de soja apresentando producdo de microesclerddios visiveis a olho nu; B: Microesclerédios de M.
phaseolina vistos em microscopio dptico sob lente de 5x; C: Contagem de microesclerédios em camara de
Neubauer em microscopio Optico sob lente de 10x; D: Detalhe de microesclerédio germinado visto em
microscépio ptico sob lente de 40x.

3.5 CONCLUSOES

O método de inoculacdo misto (M3) foi o mais eficaz em propiciar a infeccdo de

Macrophomina phaseolina, nas culturas do feijoeiro comum e da soja.
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Para inoculagdo de Macrophomina phaseolina na cultura do milho podem ser
empregados 0s métodos de disco micelial e de suspensdo de hifas e microesclerédios em
preferéncia ao método misto.

Nas culturas do feijoeiro comum, milho e soja, existem graus de suscetibilidade
divergentes entre cultivares/hibridos, em relagéo a infeccdo de Macrophomina phaseolina.

Nas culturas da soja e do milho o isolado MEMR31 demonstrou maior agressividade
aos parametros de emergéncia e massa seca das plantas inoculadas.

Os isolados MEMR31, MEMR57 e MEMR89 reduziram a massa seca das plantas de

feijoeiro comum com mesmo grau de agressividade.
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4 CAPITULO 2 SEVERIDADE DE PODRIDAO CINZENTA DA RAIZ E
COMPONENTES DE RENDIMENTO DE CULTIVARES DE FEIJAO
SUBMETIDAS A INOCULACAO COM ISOLADOS DE Macrophomina phaseolina

4.1 RESUMO

Macrophomina phaseolina € um dos principais patdgenos associados a podriddo radicular em
feijoeiro comum. O trabalho foi dividido em dois subprojetos objetivando, avaliar: subprojeto
I) o estabelecimento inicial dos gendtipos de feijoeiro comum submetidos a inoculacdo com
isolados de M. phaseolina; subprojeto Il) a reacdo de gendtipos de feijoeiro comum em
relacdo a severidade da podriddo cinzenta da raiz e seu efeito nos componentes do
rendimento. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo com as cultivares
ANFC 9 Agro Norte, BRS Esteio, BRS Estilo, BRS Pérola, FTS Soberano, IPR Campos
Gerais, IPR Tangara, IPR Tuiuil, IPR Uirapurd e TAA Dama, e com os isolados MEMR31
(oriundo de feijoeiro comum), MEMRS57 (oriundo da soja) e MEMRS89 (oriundo do milho)
em delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. O indculo de
cada isolado foi adicionado ao substrato antes da semeadura. No subprojeto I, no estadio V4,
(21 dias apos a semeadura (DAS)), foram avaliadas a emergéncia (E), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) e massa seca total (MST) de plantulas. No
subprojeto 11, no estadio R9 (maturacdo de colheita) foram avaliados os componentes do
rendimento: nimero de vagens por planta (NVP); nimero de gréos por planta (NGP); massa
de gréos por planta (MGP); a severidade de podridao radicular (SPR) e a MSR das plantas de
feijoeiro comum. Foram observados 0s seguintes resultados: no subprojeto I, todas as
variaveis analisadas foram influenciadas significativamente pela inoculacdo de isolados de M.
phaseolina, sendo 0 MEMR31 considerado o mais agressivo, MERMS57 intermediario e
MEMRS89 menos agressivo. Dentre as varidveis testadas, o fator que sofreu a maior reducéo
percentual causada pela infec¢do do fungo foi a MSPA, com valor de 50%, seguido da MST
com redugdo de 47,76, da AF com 45,38%, da MSR com 42,10% e da E com 38,45%; no
subprojeto Il, todas as cultivares apresentaram severidade da doenca acima de 75%,
independentemente do isolado de M. phaseolina. A reducdo média na massa seca radicular
decorrente da infecgdo pelo patdgeno foi de 54,3% em relacéo as plantas sadias. As cultivares
IPR Tangara, ANFC 9, BRS Esteio, BRS Pérola e FTS Soberano apresentaram reducgédo nos
componentes do rendimento avaliados, e a Unica cultivar a reduzir simultaneamente todos 0s
componente de rendimento foi a IPR Tangard, por outro lado, as cultivares IPR Campos
Gerais, BRS Estilo, IPR Tuiuit, TAA Dama e IPR Uirapurd ndo apresentaram reducao
significativa de nenhum dos componentes avaliados em relagdo a testemunha sem inoculo. Os
isolados MEMR31 e MEMR57 e MERM89, ndo diferiram entre si, foram responsaveis,
respectivamente, pela reducdo de NVP de 7,89, 7,57 e 7,18% e de MGP de 14,1, 129 e
10,1%. O isolado MERMS89, diferindo-se dos demais, foi 0 menos agressivo para 0s
parametros NGP e MSR, reduzindo-os em 6,74 e 41,4%, respectivamente. Concluiu-se que:
subprojeto I: M. phaseolina foi capaz de reduzir a E, MSPA, MSR e MST, influenciando
negativamente no desenvolvimento inicial de plantas de feijoeiro comum; subprojeto Il: todos
0s gendtipos testados foram suscetiveis a podriddo cinzenta da raiz, acarretando em reducgéo
significativa de MSR. A infec¢cdo de M. phaseolina em planta de feijoeiro comum é capaz de
reduzir nimero de vagens por planta, nimero de grdos por planta e massa de graos por planta,
em diferentes graus de intensidade, dependendo do gendtipo utilizado. Os isolados MEMR31
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e MEMR57, oriundos de feijoeiro comum e de soja, respectivamente, apresentaram maior
agressividade em relagcdo ao MEMR89, oriundo de milho.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris; controle genético; cultivar resistente.

4.2 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (P. vulgaris L.) é uma leguminosa que possui alto teor de proteina
e aminoacidos de grande importancia para o consumo humano. O Brasil é o terceiro maior
produtor de feijdo do mundo, produzindo 3,33 milhdes de t em 3,19 milhdes de ha, valores
estes, que indicam baixa produtividade (1.043 kg ha™) em relacio aos padrdes internacionais,
ocasionada entre outros fatores pelas doencas que acometem o cultivo (SEAB, 2018;
CONAB, 2018).

A maior parte das doengas da cultura é causada por fungos (HALL et al., 2005). As
principais doengas fungicas do feijoeiro sdo antracnose (Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.) Br. & Cav.), mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum (lib.) de Bary), ferrugem
(Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger.) e mancha angular (Phaeoisariopsis griseola
(Sacc.) Ferraris), que infectam os 6rgdos aéreos da planta (CAMPOS et al., 2015). Dentre as
podriddes radiculares destacam-se a Podrid&o radicular seca (Fusarium solani (Mart.) Sacc),
Murcha de Fusarium (F. oxysporum Schlecht), Podriddo radicular de Rhizoctonia
(Rhizoctonia solani Kuhn) e a podriddo cinzenta da raiz (M. phaseolina (Tassi) Goid), este
altimo, considerado como um dos patégenos com maior prevaléncia no Brasil (VALLE et al.,
1997; ALMEIDA et al., 2005; DALLA PRIA; SILVA, 2010).

O fungo M. phaseolina infecta principalmente raizes e hastes, interferindo na
circulagéo de seiva, reduzindo o vigor das plantas, podendo levar a morte da mesma ou, caso
isto ndo ocorra, reduzir a produtividade (MAYEK-PEREZ et al., 2001b; BOARETTO;
DANELLI, 2012; GUPTA et al., 2012; GARCES-FIALLOS, 2013; ALMEIDA et al., 2014).
O patogeno pode estar associado a sementes e ser transmitido para a plantula (NORONHA et
al., 2012). Os microesclerodios sdo produzidos em estaddio avancado de infeccdo de tecido
hospedeiro suscetivel. Estas estruturas caracterizam-se por aspecto globoso e coloragdo negra,
e sua presenca torna o tecido mais escuro/acinzentado, levando a denominagédo de podridédo
cinzenta da raiz. O microesclerddio pode sobreviver saprofiticamente, em restos culturais e de
forma livre no solo, constituindo-se na principal fonte de indculo (DHINGRA; SINCLAIR,
1978; VALLE et al., 1997; MARINGONI; LAURETTI, 1999; MAYEK-PEREZ et al.,
2001b).
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Considerado cosmopolita, este patdgeno possui ampla gama de hospedeiros sendo
relatado em mais de 500 espécies vegetais incluindo culturas de relevancia econémica, tais
como: feijao (P. vulgaris L.), milho (Z. mays L.), soja (G. max (L.) Merrill), sorgo (S. bicolor
(L.) Moench, amendoim (A. hypogaea L.), girassol (H. annuus L.) e algodéo (G. hirsutum L.)
(DHINGRA; SINCLAIR, 1978; GUPTA et al., 2012; MENGISTU et al., 2013; ISHIKAWA
et al., 2018). Na cultura da soja, sdo descritas reduc¢des no rendimento de 5 a 50% dependendo
das condi¢cdes ambientais para infeccdo e da susceptibilidade do gendtipo (YANG; NAVI,
2005, ISHIKAWA et al., 2018). Em feijdo, Mayék-Pérez et al. (2003), observaram que
plantas inoculadas artificialmente com M. phaseolina reduziram em 60% o rendimento de
sementes quando comparadas com plantas cultivadas em solos naturalmente infestados.

As condicdes predisponentes para infeccdo de raizes sdo: compactacdo do solo e
periodos de restricdo hidrica (GILL-LANGARICA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2014;
MARTINEZ-VILLAREAL et al., 2016). Devido & ampla gama de hospedeiros e a
sobrevivéncia do in6culo no solo, praticas culturais que envolvem a rotacdo e sequéncia de
culturas sdo praticamente inviaveis para reduzir a incidéncia de M. phaseolina (ALMEIDA et
al., 2014; REIS et al., 2014).

O uso de cultivar resistente é a estratégia de controle mais viavel para esse
patossistema (MAYEK-PEREZ et al., 2001b; MAYEK-PEREZ et al., 2003; CRUCIOL;
COSTA, 2018; ISHIKAWA et al., 2018), no entanto, no Brasil, para a cultura do feijoeiro
existem poucos trabalhos sobre resisténcia de gendtipos a podriddo cinzenta da raiz. Em Porto
Rico, Viteri & Linares (2017), inocularam dois isolados do patdgeno em 23 gendtipos de
feijdo em condicdes de casa de vegetacdo e ndo encontraram gendtipos resistentes. No
México, Mayék-Pérez et al. (2004), determinaram a reacdo de 56 gendtipos de feijdo ao
patégeno, observando ampla variabilidade dos gendtipos em relacdo ao rendimento de gréos,
no entanto, sem classificacdo do grau de suscetibilidade.

Para adotar essa estratégia de controle é necessario conhecimento da variabilidade do
patogeno em termos de patogenicidade. Devido a abrangéncia territorial em que ocorre e a
amplitude de espécies hospedeiras, sugere-se que o fungo seja heterogéneo em termos de
isolados, além disso, tentativas para classificar isolados de M. phaseolina em subgrupos
baseados em morfologia e patogenicidade ndo sdo consistentes (MAYEK-PEREZ et al.,
2001a; MUNOZ-CABANAS et al., 2005).

Havendo necessidade de conducdo de trabalhos que avaliem a variabilidade genética
de diferentes isolados de M. phaseolina e a partir disso, buscar cultivares com nivel de

resisténcia ao patdgeno, o trabalho teve como objetivo avaliar: i) o estabelecimento inicial dos
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genotipos de feijoeiro comum submetidos a inoculagdo com isolados de M. phaseolina; ii) a
reacdo de genotipos de feijoeiro comum em relacdo a severidade da podridao cinzenta da raiz

e seu efeito nos componentes do rendimento.

4.3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nas safras 2017 e 2018 no Laboratorio de Fitopatologia
(LF) e na casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do
Estado de Santa Catarina, CAV/UDESC, municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil (-
27°47°35”S; -50°18°07”W). O experimento foi conduzido em duas etapas/subprojetos.

4.3.1 Subprojeto I: Avaliacdo de genoétipos de feijoeiro comum em relacdo ao

estabelecimento inicial da cultura.

Foram utilizados trés isolados de M. phaseolina denominados MEMR31, MEMR57 e
MEMR89, ambos armazenados na Micoteca “Erlei Melo Reis” do LF do CAV/UDESC. Os
trés isolados foram obtidos de tecido radicular infectado da cultivar de feijdo BRSMG
Madrepérola (MEMR31), da cultivar de soja BMX Lan¢ca (MEMRS57) e do hibrido de milho
P1630H (MEMRS89). A multiplicagédo do fungo foi realizada em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA), mantendo-se as placas de Petri incubadas em camara de crescimento a
28°C durante 10 dias. Col6nias puras de M. phaseolina foram trituradas em liquidificador
seguindo proporcao de 10 placas de Petri (90 mm) para cada 500 mL de agua destilada com
uma gota de Tween 20 (0,1mL) para uniformizagdo da solucdo. A concentracdo final de
indculo foi ajustada em hemacitdmetro para 3x10* microesclerédios mL™.

Com o auxilio de um borrifador manual, 250 mL da suspensdo de inéculo, nao
filtrada, foi inoculada em uma mistura homogénea de 0,5 kg de substrato e areia, na
proporcao de 2,3: 1. O “produto final obtido da mistura do substrato com o indculo” apds
receber agitacdo constante, foi acondicionado em recipientes plasticos com capacidade de 500
mL, e entdo, acomodados em casa de vegetacdo por dez dias até a data de semeadura. Foram
realizadas regas controladas a cada trés dias para ndo comprometer a colonizacéo do fungo no
substrato.

Foram utilizadas dez cultivares de feijoeiro, sendo estas: ANFC 9 Agro Norte, BRS
Esteio, BRS Estilo, BRS Pérola, FTS Soberano, IPR Campos Gerais, IPR Tangara, IPR

Tuiuid, e IPR Uirapurd e TAA Dama (Figura 7). Nao foram encontradas informacdes sobre
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reacdo a M. phaseolina nas fichas técnicas fornecidas pelos detentores destes genotipos.
Foram semeadas quatro sementes por recipiente. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com dez repeticdes, cada recipiente contendo quatro plantas
constituiu uma unidade amostral. Foram realizadas irrigacGes controladas para manter o

crescimento e desenvolvimento normal das plantas.

Figura7 — Sementes das cultivares de feijoeiro comum do tipo carioca (A, B,C,D,EeF) e
do tipo preto (G, H, I e J) utilizadas no ensaio de reacdo de genotipos.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Cultivares: A - ANFC 9; B — IPR Campos Gerais; C — BRS Estilo; D — TAA Dama; E — IPR Tangara; F — BRS
Pérola; G — FTS Soberano; H — IPR TuiuiU; | — BRS Esteio; J — IPR Uirapurd.

No estadio fenologico V4 (terceira folha trifoliolada aberta e plana) (GEPTS;
FERNANDES, 1982), 21 DAS, as plantas foram coletadas, lavadas cuidadosamente (com
objetivo de eliminar o substrato remanescente nas raizes), separadas em parte aérea e
radicular, acondicionadas em sacos de papel, secas em estufa de circulacdo forcada de ar a
temperatura de 60°C (até estabilidade de peso) e pesadas. Os parametros avaliados foram:
emergéncia de plantulas (E) expressa em porcentagem; massa seca da parte area (MSPA);
massa seca radicular (MSR); massa seca total (MST= MSPA+MSR) expressa em g.plantula™
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e area foliar (AF), com auxilio de equipamento eletrénico Integrador de Area Foliar modelo
L1-3100C, expressa em cm?.planta™.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema
fatorial pelo teste de F a 5% de probabilidade de erro utilizando o programa SISVAR 5.6. Os

X

dados de emergéncia de plantulas foram transformados pela equagéo: Arcsen ( 5o para

obtencdo do pardmetro normalidade. Os tratamentos foram submetidos ao teste de médias
SCOTT-KNOTT para o fator de variacdo cultivares (C) e ao teste de médias de Tukey para o

fator de variacdo isolados (I).

4.3.2 Subprojeto I11: Reacdo de gendtipos de feijoeiro comum a podriddo cinzenta da

raiz e seus efeitos nos componentes de rendimento.

Foram utilizados 0s mesmos isolados, o preparo e multiplica¢do do indculo e 0 método
de inoculacdo, descritos no subprojeto I.

Depois de inoculado, o “produto final obtido da mistura do substrato com o in6culo”
recebeu agitacdo constante e foi acondicionado em vasos plasticos com capacidade de 8 litros,
entdo, acomodados em casa de vegetacdo por dez dias até a data de semeadura. Da mesma
forma, foram realizadas regas controladas a cada trés dias para ndo comprometer a
colonizacao do fungo no substrato. O substrato recebeu adubac¢do quimica de N-P-K seguindo
as recomendacbes da comissdo de adubacdo e fertilidade do solo para os estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina com base na produtividade de 4.000 kg ha™® (COMISSAO,
2016).

Foram utilizadas as mesmas cultivares de feijoeiro utilizadas no subprojeto I, sendo
estas: ANFC 9 Agro Norte, BRS Esteio, BRS Estilo, BRS Pérola, FTS Soberano, IPR
Campos Gerais, IPR Tangara, IPR Tuiuil, e IPR Uirapurd e TAA Dama. Foram semeadas
seis sementes por vaso e trés dias apds emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste deixando
apenas duas plantas por vaso. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, cada vaso constituindo uma unidade amostral. Foram realizadas irrigac6es
controladas para manter o crescimento e desenvolvimento normal das plantas objetivando a
producdo de gréos.

No estadio fenoldgico R9 (maturidade de colheita dos gréos) (GEPTS; FERNANDES,

1982), foram avaliados: i) numero de vagens por planta (NVP); ii) nimero de gréos por planta
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(NGP); ii1) massa de gréos por planta (MGP); iv) severidade de podriddo radicular (SPR); v)
massa seca radicular (MSR).

Todas as vagens foram contadas e removidas das plantas (obtencdo do NVP), com
posterior trilha manual, separacdo e contagem dos grdos (obtencdo do NGP), secagem dos
grdos em estufa com circulacdo de ar a 60°C até adquirirem peso constante e finalmente
pesagem dos graos em balanca analitica (obtencdo da MGP).

Todas as plantas foram removidas dos vasos com o sistema radicular lavado
cuidadosamente em &gua corrente para remocao do substrato e posterior determinacdo da SPR
e MSR. As raizes das plantas foram mergulhadas em bandejas com fundo branco contendo
agua para visualizacdo e quantificacdo da SPR, seguindo adaptacdo da escala diagramética
descrita por Abawi & Pastor-Corrales (1990), com valores de severidade enquadrados em 0%
(plantas e raizes sadias, ndo apresentando sintoma algum), 0 a 25%, 25 a 50% e 50 a 75% e
75 a 100% (plantas morrendo ou ja mortas) (Figura 8). O sistema radicular foi cortado e
separado da parte aérea das plantas, depositado em sacos de papel e acondicionados em estufa
de secagem até adquirirem peso constante com posterior pesagem e obtencdo dos dados da
MSR.

Figura8 — Escala diagramatica de severidade de podriddo radicular em plantas de feijoeiro,
sugerida por Abawi & Pastor-Corrales (1990).

Fonte: Abawi & Pastor-Corrales (1990).

1: Auséncia de sintomas, planta sadia, 0% de severidade; 2: Leve descoloragdo radicular, lesGes limitando-se a
10% do tecido radicular; 3: 25% do tecido radicular apresentando lesdes, queda no nimero e volume de raizes
secundérias; 4: 50% do tecido radicular apresentando les6es, microesclerédios visiveis; 5: 75% do tecido
radicular apresentando lesdes, sistema radicular com minimas raizes.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema
fatorial pelo teste de F a 5% de probabilidade de erro utilizando o programa SISVAR 5.6. Os
tratamentos foram submetidos ao teste de médias SCOTT-KNOTT para o fator cultivar e ao

teste de Tukey para o fator isolado.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Subprojeto |

Os resultados da analise de varidncia para as avaliagdes: emergéncia de plantas (E);
massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca radicular (MSR); massa seca total (MST) e
area foliar (AF) dos dez genotipos de feijoeiro comum constam na tabela 25. Os fatores
estudados na andlise de varidncia apresentaram significancia para todas as variaveis

mensuradas.

Tabela 25 - Resumo da analise de variancia para os fatores de variacdo (FV): emergéncia de
plantas (E); massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca radicular (MSR);
massa seca total (MST) e area foliar (AF), avaliados na cultura do feijoeiro
comum em funcdo da origem de isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares. UDESC, Lages/SC, 2018.

FV E! MSPA? MSR® MST* AF°
Isolado (1) 188,35* 238,48* 133,09* 224,28* 83,32*
Cultivar (C) 24,57* 21,87* 17,15* 22,14 13,33*
IxC 5,22% 7,41% 4,29* 6,97* 2,90*
C.V. (%) 13,00 22,52 29,33 22,67 31,99

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018. )
'Emergéncia de plantas; “Massa seca de parte aérea; *Massa seca radicular; *Massa seca total; *Area foliar;
*Significativo a 5% de probabilidade de erro; “*néo significativo.

O fator de variacdo isolado (I) seguiu comportamento padréo para todos os parametros
avaliados (todos diferiram estatisticamente entre si) sendo: MEMR31 considerado o mais
agressivo, MERM57 intermediario e MEMRB89 menos agressivo. Dentre as variaveis testadas,
o fator que sofreu a maior reducdo percentual causada pela infeccdo de M. phaseolina foi a
MSPA, com valor de 50%, seguido da MST com reducdo de 47,8, da AF com 45,4%, da
MSR com 42,1% e da E com 38,4% (Tabela 26). Estes resultados comprovam a eficiéncia da
inoculagdo com os trés isolados de M. phaseolina.

A emergéncia de plantas de feijoeiro comum sofreu reducédo significativa em funcéo
dos isolados de M. phaseolina (Tabela 26). Todos os isolados diferiram estatisticamente uns

dos outros e da testemunha, sendo o MEMR31 (obtido de plantas de feijdo) o mais agressivo
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e MEMR89 (obtido de milho) o menos. Comparando estes resultados com os obtidos por
Ndiaye et al. (2008), que ao estudar a resisténcia do Fonio (D. exilis) e do milheto (P.
glaucum) a isolados de M. phaseolina, obtidos a partir de solo e de tecido de plantas de feijao
caupi (V. unguiculata) infectados, ndo observaram reducdo na emergéncia de plantas destas
culturas em relacdo a plantas sadias os quais sugeriram relacdo de especificidade entre
isolados e hospedeiros do patdégeno, uma vez que, fonio e milheto sdo gramineas e foram
inoculadas com isolado proveniente de uma leguminosa ndo apresentando reducdo de
emergéncia. No presente estudo, quando os genotipos de feijao comum foram inoculados com
o0 isolado MEMR®89, originario da graminea, apresentaram os menores indices de reducdo de
emergéncia de plantas, demonstrando baixa relagdo especifica entre patdgeno e hospedeiro,

no entanto, ainda significativa.

Tabela 26 — Emergéncia de plantas (E), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR), massa seca total (MST) e é&rea foliar (AF), de plantas de
feijoeiro comum em funcdo da origem de isolados de Macrophomina
phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

Isolado E MSPA ) MSR_ . MST . AF , .
(%) (g.planta’™) (g.raiz’”) (g.planta’™) (cm®.planta™)

MEMR31 21,0D 0,14D 0,07D 0,21D 31,3D

MEMR57 60,0C 0,21C 0,10C 0,31C 45,6C

MEMR89 73,0B 0,36B 0,17B 0,52B 68,4B

Média 51,3 0,24 0,11 0,35 48,4
Testemunha 83,4A 0,48A 0,19A 0,67A 88,6A
Reducio” (%) 38,4 50,0 42,1 47,8 45,4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018
'Média geral dos trés isolados; “Reducdo:  100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
maidsculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade..

A presenca do fungo M. phaseolina foi responsavel pela redugdo significativa na
emergéncia de plantas de feijoeiro comum, independentemente do gendtipo utilizado. Todos
0s genotipos inoculados apresentaram, em diferentes graus, diminui¢cdo na emergéncia de
plantas. Em média, plantas inoculadas apresentaram emergéncia de 50,2% enquanto plantas
sem indculo emergiram em 83,6% dos casos. Em termos relativos, esta reducdo entre plantas
inoculadas e sadias € de praticamente 40,0% (Tabela 27).

O comportamento discrepante para o parametro emergéncia foi observado apenas
quando os gendtipos receberam adicdo do inoculo. Plantas ndo inoculadas apresentaram
comportamento estatisticamente igual. O grau de intensidade na redugdo da emergéncia
variou entre 14 e 77% entre os gendtipos. A cultivar BRS Esteio, diferindo-se das demais,
apresentou o maior percentual de reducdo de emergéncia (77,3%), sendo considerada a mais

suscetivel ao patdgeno para este parametro. Nenhuma cultivar inoculada apresentou
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emergéncia igual a testemunha, porém, a menor reducéo foi observada na cultivar BRS Pérola

(14,5%), considerada a menos suscetivel (Tabela 27).

Tabela 27 — Emergéncia (E) de plantas de feijoeiro comum submetidas, ou ndo, a inoculagéo
com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

Variavel Cultivares Com in6culo Sem in6culo Reducao’
ANFC-9 40,3Ch 79,9Aa 49,6
BRS Esteio 16,0Db 70,5Aa 77,3
BRS Estilo 55,2Bb 89,0Aa 38,0
BRS Pérola 74,2Ab 86,8Aa 14,5
E (%) FTS Soberano _ 61,4Bb 86,8Aa 29,3
IPR Campos Gerais 57,4Bb 89,0Aa 35,5
IPR Tangara 41,4Cb 77,5Aa 46,6
IPR Tuiuiu 49,3Bb 86,9Aa 43,3
IPR Uirapuru 72,5Ab 86,8Aa 16,5
TAA Dama 34,1Ch 82,3Aa 58,6
Média 50,18b 83,55a 39,9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducdo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

A inoculagdo com isolados de M. phaseolina foi efetiva ao causar infec¢éo nas plantas
de feijoeiro comum, reduzindo a MSPA independentemente do genétipo, todavia, estes
apresentaram graus de suscetibilidade diferentes. O contraste entre genotipos foi observado
apenas nas plantas inoculadas. Em plantas sadias ndo houve diferenca significativa na
producdo de MSPA entre os gendtipos. Em média, estas plantas apresentaram 0,48 gramas de
massa seca da parte aérea, enquanto plantas inoculadas apresentaram menos da metade deste
valor (0,23 g.planta™). Esta redugdo em termos percentuais remete a dano direto de 52% na
producdo de massa seca de parte aérea em plantas inoculadas (Tabela 28).

O grau de suscetibilidade dos genotipos a inoculagdo com o patdgeno variou entre 34 e
75%. Novamente, a cultivar BRS Esteio foi a mais suscetivel & M. phaseolina, apresentando
75% de redugdo de MSPA em relagdo a testemunha sem inoculo. Os genétipos menos
suscetiveis, dentre os testados, foram o BRS Pérola e IPR Tuiuil, com reducdo percentual de

35,3 e 34,1%, respectivamente.
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Tabela 28 — Massa seca de parte aérea (MSPA) de plantas de feijoeiro comum submetidas,
ou ndo, a inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC,
Lages/SC, 2018.

Variavel Cultivares Com in6culo Sem inéculo Reducao’
ANFC-9 0,23Ch 0,47Aa 51,1
BRS Esteio 0,12Db 0,48Aa 75,0
BRS Estilo 0,28Bb 0,47Aa 40,4
BRS Pérola 0,33Ab 0,51Aa 35,3
MSPA FTS Soberano 0,24Cb 0,45Aa 46,7
(g.planta™) IPR C. Gerais 0,26Cb 0,49Aa 47,0
IPR Tangara 0,22Cb 0,48Aa 54,2
IPR Tuiuiu 0,23Cb 0,51Aa 54,9
IPR Uirapuru 0,29Bb 0,44Aa 34,1
TAA Dama 0,15Db 0,46Aa 67,4
Média 0,23b 0,48a 52,1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

De modo geral, plantas inoculadas apresentaram em média 0,11 g de massa seca
radicular, enquanto plantas sadias apresentaram 0,19 g. Essa relacdo demonstra reducao
percentual de 42,1% na producdo de MSR devido a infeccdo causada por M. phaseolina em
plantas de feijoeiro comum, independentemente do gendtipo. Além disso, a producdo de MSR
demonstrou variacdo estatisticamente significativa, tanto para plantas inoculadas quanto para
plantas ndo inoculadas. Este resultado remete diretamente a variagOes individuais na
capacidade de producdo radicular de cada genoétipo. Para observar o desempenho destes, em
relacdo a inoculagcdo com o patdgeno, foram considerados os valores da relacdo entre plantas
infectadas e sadias. Desta forma, observou-se grau de suscetibilidade dos genotipos variando
entre 20 e 66% (Tabela 29).

A produgédo de MSR diferiu entre as cultivares, bem como, o grau de suscetibilidade
entre estas. Novamente, dentre as mais suscetiveis, observou-se a cultivar BRS Esteio com
reducdo de 66.7%, ndo diferindo estatisticamente da cultivar TAA Dama (56,2%) em relacéo
as devidas testemunhas ndo inoculadas. Da mesma forma, as cultivares menos suscetiveis
foram: BRS Estilo e BRS Pérola com reducéo de 20 e 25% na MSR (Tabela 29). Reducéo de
biomassa de hastes e de raizes infectadas por isolados de M. phaseolina em plantas de feijao
caupi também foram observadas por Ndiaye et al (2008). Os autores relatam que plantas
infectadas apresentaram reducdo de biomassa de 60,7% e 40,6%, respectivamente, para hastes

e raizes em relacdo a plantas sadias.
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Tabela 29 — Massa seca radicular (MSR) de plantas de feijoeiro comum submetidas, ou néo,
a inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com inéculo Sem in6culo Reducéo’
ANFC-9 0,10Cb 0,17Da 41,2
BRS Esteio 0,07Db 0,21Ba 66,7
BRS Estilo 0,12Ba 0,15Da 20,0
BRS Pérola 0,15Ab 0,20Ca 25,0
MSR FTS Soberano 0,13Bb 0,18Ca 27,8
(g.raiz’?) IPR C. Gerais 0,12Bb 0,20Ca 40,0
IPR Tangara 0,10Cb 0,17Da 41,2
IPR Tuiuiu 0,13Bb 0,26Aa 50,0
IPR Uirapuru 0,16Ab 0,23Ba 30,4
TAA Dama 0,07Db 0,16Da 56,2
Média 0,11b 0,19 42,1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéio (%): 100-[(Com in6culo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras maidsculas diferentes na
coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

A producdo de MST, da mesma forma como ocorreu para o parametro MSR, diferiu
em grau tanto nas plantas inoculadas quanto nas néo inoculadas. Em geral, plantas inoculadas
com isolados de M. phaseolina produziram 35 gramas de massa seca total, enquanto plantas
sadias apresentaram média de 67 g, representando reducdo de 47,8% na MST das plantas. A
variacao observada entre 0s genotipos situou-se entre valores de 30 e 72% (Tabela 30).

Novamente, as cultivares BRS Esteio e TAA Dama apresentaram 0s maiores indices
de reducdo na MST, 72,5 e 66,7%, respectivamente, em relacdo as testemunhas, sendo
consideradas como as mais suscetiveis a inoculacdo de isolados de M. phaseolina dentre as
testadas para este parametro. As cultivares BRS Pérola e IPR Uirapurl apresentaram 0s

menores indices de reducdo de MST: 31,0 e 32,8%, respectivamente (Tabela 30).
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Tabela 30 — Massa seca total (MST) de plantas de feijoeiro comum submetidas, ou nédo, a
inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com indculo Sem inéculo Reducao’
ANFC-9 0,34Bb 0,64Ba 46,9
BRS Esteio 0,19Cb 0,69Aa 72,5
BRS Estilo 0,39Bb 0,62Ba 37,1
BRS Pérola 0,49Ab 0,71Aa 31,0
MST FTS Soberano 0,37Bb 0,64Ba 42,2
(g.planta™) IPR Campos Gerais 0,38Bb 0,69Aa 449
IPR Tangara 0,32Bb 0,65Ba 50,8
IPR Tuiuiu 0,36Bb 0,77Aa 53,2
IPR Uirapuru 0,45Ab 0,67Ba 32,8
TAA Dama 0,21Ch 0,63Ba 66,7
Média 0,35b 0,67a 47,8

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

A area foliar dos genotipos de feijoeiro comum testados sofreu variacdo de 24 a 67%
no grau de suscetibilidade em fungdo da inoculagdo com isolados de M. phaseolina. A
inoculacdo do patdgeno proporcionou reducdo percentual de 49,9% na area foliar das plantas
infectadas. As cultivares mais suscetiveis foram: BRS Esteio e TAA Dama, reduzindo a
producdo de AF em 65,0 e 67,4% quando comparadas a plantas sadias. A cultivar FTS
Soberano ndo sofreu reducdo de AF significativa, sendo a Unica, dentre as testadas, a nao
apresentar efeito negativo ap6s inoculagcdo com isolados do patégeno (Tabela 31).

Tabela 31 — Area foliar (AF) de plantas de feijoeiro comum submetidas, ou néo, a inoculagéo
com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.

Variavel Cultivares Com inéculo Sem in6culo Reducéo’
ANFC-9 41,6Ch 74,6Ba 44,2
BRS Esteio 31,7Db 90,6Aa 65,0
BRS Estilo 52,2Bb 83,7Ba 37,6
BRS Pérola 69,1Ab 104,1Aa 33,7
AF FTS Soberano 60,1Aa 79,4Ba 24,4
(cm?.planta™) IPR Campos Gerais 51,5Bb 91,1Aa 435
IPR Tangara 38,8Ch 84,3Ba 53,9
IPR Tuiuiu 50,2Bb 102,4Aa 51,0
IPR Uirapurd 62,5Ab 95,0Aa 34,2
TAA Dama 26,5Db 81,1Ba 67,4
Média 48,4b 88,6a 49,9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.
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4.4.2 Subprojeto 11

Os resultados da analise de variancia para as avaliagdes: numero de vagens por planta
(NVP); numero de graos por planta (NGP); massa de gréos por planta (MGP) e massa seca
radicular (MSR), de dez genoétipos de feijoeiro comum, realizadas no experimento séo

apresentados na tabela 32.

Tabela 32 - Resumo da analise de variancia para os fatores de variacdo (FV): nimero de
vagens por planta (NVP); nimero de grdos por planta (NGP); massa de grédos
por planta (MGP) e massa seca radicular (MSR), avaliados na cultura do
feijoeiro comum em funcdo de isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares. UDESC, Lages/SC, 2018.

FV NVP? NGP? MGP? MSR*
Isolado (1) 0,02™ 3,40* 0,93 61,15*
Cultivar (C) 4,94* 9,96* 8,73* 25,71*
IxC 0,89"° 2,54* 2,08* 6,25%
C.V. (%) 14,17 14,21 15,39 19,58

Fonte: Elaborada pelo autor
'Ntmero de vagens por planta; Ntmero de gréos por planta; *Massa de graos por planta; “Massa seca radicular;
*Significativo a 5% de probabilidade de erro; ™ nio significativo., 2018.

O fator de variacdo isolado (I) apresentou significancia estatistica para os parametros
NGP e MSR. No entanto, as varidveis NVP e MGP ndo apresentaram este comportamento,
demonstrando ndo haver diferenca de agressividade entre os isolados testados.

O ndmero de grdos por planta (NGP) foi afetado pela presenca do fungo M.
phaseolina em diferentes graus de agressividade. Os isolados MEMR31 e MEMR57, néo
diferindo entre si, foram o0s responsaveis pela menor producdo de grdos por planta. O
MEMRS89, diferindo destes e também da testemunha sem inéculo foi 0 menos agressivo
(Tabela 33).

A massa seca radicular foi o parametro avaliado que mais sofreu reducdo devido a
infeccdo causada pelo patdgeno, em média plantas inoculadas produziram 1,31 gramas de
massa seca a menos por raiz em relagdo a plantas sadias, em termos percentuais essa reducao
remete a 54,3%, indicando suscetibilidade dos gendtipos a M. phaseolina. Dentre os isolados
utilizados, 0o MEMR31 e o MEMR57, ndo diferindo entre si, foram os mais agressivos. Em
média, plantas inoculadas com estes isolados produziram 0,94 gramas de massa seca
radicular, enquanto plantas inoculadas com o MEMR89, diferindo-se dos demais isolados e
da testemunha, produziram 1,419 (Tabela 33).

Os isolados utilizados neste experimento sdo originarios de regiGes tropicais e

subtropicais do Brasil. Mufioz-Cabarias et al. (2005), observaram que isolados provenientes
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de regides tropicais e subtropicais do México, apresentaram maior agressividade a cultivares
de feijoeiro, entre outras culturas, em comparacgdo a isolados provenientes de regides aridas do
pais. Muitos autores relatam a significativa variabilidade genética de M. phaseolina, tanto
para isolados provenientes do mesmo hospedeiro quanto para hospedeiros diferentes,
explicando as diferengas encontradas entre os isolados MEMR3L1 (feijdo) e MEMR57 (soja)
comparadas com o MEMR89 (milho) (ALMEIDA et al., 2003; PRABHU et al., 2012;
SARKAR; MANDAL, 2015; SEXTON et al., 2016; SANCHES et al., 2017). Observou-se
também que os isolados MEMR31 (feijdo) e MEMR57 (soja) ndo diferindo
significativamente, apresentaram maior agressividade para a variavel MSR em comparacdo ao
isolado MEMR89 (milho), sugerindo a existéncia de semelhanga na agressividade dos
isolados a partir da mesma familia botanica (uma vez que feijdo e soja pertencem a familia
Fabaceae), além disso, estes resultados demonstram a diferenca de agressividade na
populagéo do fungo.

Apesar do fator isolado (I) ndo diferir estatisticamente nos parametros NVP e MGP,
observou-se, na média dos trés isolados, reducdo de 7,6% no nimero de vagens por planta e
12,4% na massa dos graos por planta em comparacao as devidas testemunhas sem inéculo
(Tabela 33).

Tabela 33 — Numero de vagens por planta (NVP), nimero de grdos por planta (NGP), massa
de gréos por planta (MGP) e massa seca radicular (MSR) de plantas de feijoeiro
comum em funcdo da origem de isolados de Macrophomina phaseolina.
UDESC, Lages/SC, 2018.

Isolado NVP . NGNP . MGP . MSR_ .
(vagens.planta™) (gréos.planta™) (g.planta™) (g.raiz™)
MEMR31 14,11B 56,14C 13,40B 0,94C
MEMR57 14,16B 56,50C 13,59B 0,95C
MEMR89 14,22B 60,45B 14,03B 1,41B
Média* 14,16 57,70 13,67 1,10
Testemunha 15,32A 64,82A 15,61A 2,41A
Reducdo’ (%) 7,6 11,0 12,4 54,4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Média geral dos trés isolados; 2Reducdo: 100-[(Média'/Testemunha)*100]; Médias seguidas de letras
maiusculas diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
de erro.

Todas as variaveis analisadas diferiram estatisticamente para o fator cultivar (C).
Neste caso, foram levadas em consideracdo as caracteristicas produtivas de cada cultivar,
apesar disso, a infeccdo causada pelo fungo M. phaseolina afetou os componentes do

rendimento avaliados em diferentes graus de intensidade.
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Ndo hé diferenca estatistica entre os isolados testados para o pardmetro NVP.
Analisando separadamente as plantas inoculadas e ndo inoculadas, observou-se que o NVP
ndo diferiu estatisticamente nas plantas que ndo receberam inoculacdo. No entanto, nas
inoculadas, observou-se comportamento distinto entre dois grupos. As cultivares: ANFC-9,
BRS Estilo, BRS Pérola, IPR Campos Gerais, IPR Tuiuit e IPR Uirapurl, apresentaram
maior producdo de vagens por planta em comparacdo as cultivares BRS Esteio, FTS
Soberano, IPR Tangara e TAA Dama. A Unica cultivar que sofreu influéncia significativa da
inoculacdo com M. phaseolina, foi a IPR Tangara, com reducédo percentual de NVP de 24,6%
em relacdo a testemunha sem indculo sendo considerada para este parametro a cultivar mais

suscetivel ao patdgeno (Tabela 34).

Tabela 34 — NUmero de vagens por planta (NVP) de feijoeiro comum submetidas, ou néo, a
inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com in6culo Sem inéculo Reducéo’
ANFC-9 14,58Aa 16,12Aa 9,5
BRS Esteio 12,96Ba 13,87Aa 6,6
BRS Estilo 14,37Aa 14,12Aa -1,8
BRS Pérola 14,87Aa 16,75Aa 11,2
NVP FTS Soberano 12,83Ba 15,37Aa 16,5
(vagens.planta™) IPR Campos Gerais 16,75Aa 16,75Aa 0,0
IPR Tangara 11,96Bb 15,87Aa 24,7
IPR Tuiuiu 14,50Aa 14,37Aa -0,9
IPR Uirapuru 15,46Aa 16,50Aa 6,3
TAA Dama 13,37Ba 13,50Aa 1,0
Média 14,16a 15,32a 7,6

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducdo (%): 100-[(Com indculo/Sem inéculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

As cultivares de feijoeiro comum testadas apresentaram significancia para a variavel
NGP. Novamente foi levada em consideragdo as caracteristicas produtivas de cada cultivar.
No entanto, observou-se que plantas inoculadas produziram 11% menos graos que plantas néo
inoculadas. As cultivares ndo inoculadas que mais produziram gréos foram: BRS Esteio (81,7
grios.planta®) e IPR Uirapur( (79,1 gréos.planta™), diferindo-se das demais. Dentre as
inoculadas, somente a cultivar IPR Uirapuru diferiu-se das demais, porém, também sofreu
reducdo no NGP (7,1%). A cultivar BRS Esteio apresentou o maior valor percentual de

reducdo deste parametro, 23,5% em relacdo a testemunha sem indéculo (Tabela 35).
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Tabela 35 — Numero de grdos por planta (NGP) de feijoeiro comum submetidas, ou nao, a
inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com indculo Sem inéculo Reducao’
ANFC-9 57,21Ch 64,25Ba 11,0
BRS Esteio 62,50Bb 81,75Aa 23,5
BRS Estilo 55,87Ca 52,50Ca -6,4
BRS Pérola 56,25Ch 68,87Ba 18,3
NGP FTS Soberano 51,00Db 63,62Ba 19,8
(gréos.planta™) IPR Campos Gerais 61,71Ba 59,87Ca -31
IPR Tangara 45,25Db 58,12Ca 22,1
IPR Tuiuiu 58,79Ca 65,37Ba 10,1
IPR Uirapuru 73,46Aa 79,12Aa 71
TAA Dama 54,92Ca 54,75Ca -0,3
Média 57,69a 64,82a 11,0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na
coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

A massa de grdos (MGP) também apresentou significancia para o fator cultivar. Em
média, plantas inoculadas produziram 12,4% menos massa de grdos por planta em relacdo a
plantas ndo inoculadas. Dentre as cultivares inoculadas, a cultivar FTS Soberano foi a que
demonstrou menores valores para MGP (10,21 g.planta™), diferindo-se das demais. No
entanto, quando esta cultivar ndo foi inoculada, apresentou 12,36 g.planta™ ndo diferindo das
cultivares IPR Tuiuit (13,39 g.planta™) e TAA Dama (14,79 g.planta™). Todas as cultivares
apresentaram grau na reducdo de MGP, variando de 1,8 a 24,2%. A cultivar IPR Tangara
sofreu reducdo de 24,2%, sendo considerada a mais suscetivel para este parametro (Tabela
36).

Tabela 36 — Massa de grdos por planta (MGP) de feijoeiro comum submetidas, ou ndo, a
inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com inéculo Sem in6culo Reducéo’
ANFC-9 14,35Ba 15,73Aa 8,8
BRS Esteio 13,54Bb 17,63Aa 23,2
BRS Estilo 16,16Aa 16,45Aa 1,8
BRS Pérola 13,26Bb 16,32Aa 18,8
MGP FTS Soberano 10,21Da 12,36Ba 17,4
(g.planta™) IPR Campos Gerais 15,12Aa 15,63Aa 3,3
IPR Tangara 12,86Ch 17,01Aa 24,2
IPR Tuiuid 11,68Ca 13,39Ba 12,8
IPR Uirapuru 15,48Aa 16,83Aa 8,0
TAA Dama 14,06Ba 14,79Ba 49
Média 13,67a 15,61a 12,4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéo (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na
coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.
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A massa seca radicular apresentou significancia para o fator cultivar. Em geral, plantas
inoculadas com M. phaseolina apresentaram reducéo de 54,3% na massa seca de raizes. A
reducdo deste parametro ocorreu em todas as cultivares, em diferentes graus de intensidade,
variando de 34,0 a 70,0%. A cultivar BRS Esteio apresentou a maior reducdo de MSR, 70,0%
em relacdo a testemunha sem in6culo (Figura 9). A cultivar IPR Uirapur(, em contrapartida
apresentou a menor reducgéo, 34,0% (Tabela 37).

Foram observadas les6es negras longitudinais no tecido radicular e nas hastes das
plantas infectadas, com producdo de micélio escuro e microesclerodios. Além disso, as raizes
infectadas apresentaram menor tamanho aparente e desconstituidas de raizes secundarias. Os
sintomas observados conferem com os descritos para podriddo cinzenta da raiz por Méndez-
Aguilar et al. (2013). Todas as raizes inoculadas com M. phaseolina apresentaram sinais de
infeccdo (Figura 9). Foi constatada a partir de microscopio eletrénico, a formacdo de
microesclerddios no tecido radicular das plantas de feijoeiro infectadas. A taxa de crescimento
dos gendtipos de feijoeiro testados diferiu, apresentando comportamento distinto se tratando
de floracdo, senescéncia foliar e morte de plantas. Em geral, plantas inoculadas com M.
phaseolina apresentaram queda prematura de folhas e maturacéo precoce, resultando na morte

da planta (Figura 10).

Figura9 — Detalhes de raizes de feijoeiro comum, cultivar BRS Esteio, com inoculacéo de
isolados de Macrophomina phaseolina.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
A: Raizes inoculadas com o isolado MEMR31; B: Raizes inoculadas com o isolado MERM57; C: Raizes
inoculadas com o isolado MERM89; D: Raizes ndo inoculadas.
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Variacdo na resposta de genOtipos de feijoeiro a M. phaseolina € comumente
observada por pesquisadores que trabalham neste patossistema. Mayék-Pérez et al. (2001b),
relatam que a diferenca na producéo de grdos ou sementes, esta estreitamente relacionada aos
niveis de dano causados pelo patdgeno, fator este, que se relaciona com a estrutura genética e
capacidade patogénica das populacdes dos isolados fungicos. Em outros casos, o

comportamento depende do grau de adaptacdo do genotipo a este patdgeno.

Figura10 - Plantas de feijoeiro comum, cultivar TAA Dama, proximas ao estadio de
maturacdo fisioldgica R9, apresentando sintoma secundario caracterizado por
queda precoce de folhas (A, B e C), depois de inoculadas com isolados de

Macrophomina phaseolina.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A: Plantas cultivadas em solo inoculado com o isolado MERM31; B: Plantas cultivadas em solo inoculado com
o isolado MERM57; C: Plantas cultivadas em solo inoculado com o isolado MERM&89; D: Plantas cultivadas em
solo ndo inoculado;
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Tabela 37 — Massa seca radicular (MSR) de plantas de feijoeiro comum submetidas, ou néo,
a inoculacdo com isolados de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC,

2018.
Variavel Cultivares Com indculo Sem inéculo Reducao’
ANFC-9 0,69Db 1,34Ea 48,5
BRS Esteio 1,42Bb 4,74Aa 70,0
BRS Estilo 1,33Bb 2,70Ca 50,7
BRS Pérola 1,15Chb 3,33Ba 65,5
MSR (g.raiz?) FTS Soberano _ 1,14Cb 2,50Ca 54,4
' IPR Campos Gerais 0,77Db 1,20Ea 35,8
IPR Tangara 1,14Cb 2,00Da 43,0
IPR Tuiuiu 1,05Cb 1,93Da 45,6
IPR Uirapuru 1,63Ab 2,47Ca 34,0
TAA Dama 0,69Db 1,89Da 63,5
Média 1,10b 2,41a 54,4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

'Reducéio (%): 100-[(Com indculo/Sem indculo)*100]; Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na
coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

O parametro avaliado NGP apresentou significancia para a interacéo entre isolado (I) e
cultivar (C). Os isolados MEMR31 e o MEMR57, iguais entre si, diferiram estatisticamente
do MEMRS89. Todos os isolados diferiram da testemunha sem indculo.

Em geral, plantas inoculadas com o MEMR89 produziram em média, 4,31 e 3,95
grdos a mais que plantas inoculadas com os isolados MEMR31 e MEMR57, estes valores em
porcentagem representam 7,1 e 6,5%, respectivamente (dados ndo mostrados).

O comportamento geral das cultivares em relacdo aos isolados foi similar, diferindo
apenas para a BRS Esteio, a mais suscetivel ao MEMR31. Nesta cultivar os demais isolados

também diferiram entre si. O MEMR89 apresentou menor agressividade (Tabela 38).

Tabela 38 - Desdobramento da analise de variancia para nimero de graos por planta (NGP:
grios.planta™) de feijoeiro comum em funcdo de isolados de Macrophomina
phaseolina e cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

Cultivar Isolados
MEMR31 MEMRS57 MEMR89
ANFC-9 60,12Aa 50,37Ba 61,12Ca
BRS Esteio 46,00Bc 62,87Ab 78,62Aa
BRS Estilo 54,62Aa 54,50Ba 58,50Ca
BRS Pérola 59,25Aa 56,37Ba 53,12Ca
FTS Soberano 50,87Ba 55,75Ba 46,37Da
IPR Campos Gerais 64,50Aa 55,87Ba 64,75Ba
IPR Tangara 40,12Ba 50,75Ba 44,87Da
IPR Tuiuiu 56,62Aa 54,25Ba 65,50Ba
IPR Uirapurud 71,75Aa 73,12Aa 75,50Aa
TAA Dama 57,50Aa 51,12Ba 56,12Ca
Média 56,1b 56,5b 60,4a

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Meédias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna e mindsculas na linha diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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O parametro analisado MGP apresentou significancia para a interacéo entre isolado (1)
e cultivar (C). Em média, os isolados ndo diferem entre si estatisticamente, porém, estes
apresentaram diferenca no comportamento das cultivares BRS Esteio e IPR Tangara. Para a
BRS Esteio os trés isolados demonstraram contraste significativo de agressividade, sendo o
MEMR31 o mais agressivo e 0 MEMR89 o menos. Para a cultivar IPR Tangara, os isolados
MEMR31 e MEMRS89 nédo diferiram entre si e foram mais agressivos que o MEMR57
(Tabela 39).

Tabela 39 - Desdobramento da analise de variancia para massa de grdos por planta (MGP:
g.planta™) de feijoeiro em funcéo de isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

Cultivar Isolados

MEMR31 MEMR57 MEMR89
ANFC-9 15,26Aa 12,57Ba 15,22Aa
BRS Esteio 9,87Bc 13,74Ab 17,02Aa
BRS Estilo 16,71Aa 16,25Aa 15,53Aa
BRS Pérola 14,00Aa 13,04Ba 12,74Ba

FTS Soberano 9,86Ba 10,99Ba 9,78Ba
IPR Campos Gerais 15,58Aa 13,98Aa 15,79Aa
IPR Tangara 11,43Bb 14,92Aa 12,24Bb
IPR Tuiuit 11,25Ba 11,35Ba 12,42Ba
IPR Uirapuru 15,18Aa 15,39Aa 15,89Aa
TAA Dama 14,84Aa 13,70Aa 13,62Ba

Média 13,4a 13,6a 14,0a

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Foi observada interacao entre os fatores isolado (I) e cultivar (C) para a variavel MST.
Os isolados MEMR31 e MEMR57 apresentaram maior agressividade para este parametro,
diferindo-se do MEMR89. Em média, plantas inoculadas com o isolado MEMR89
produziram 0,47 gramas de massa seca radicular a mais que plantas inoculadas com os
isolados MEMR31 e MEMR57. As cultivares ANFC-9, BRS Estilo e IPR Campos Gerais ndo
apresentaram alteragdo de comportamento na transicao entre isolados. O MEMR89 foi menos
agressivo para as cultivares BRS Pérola, FTS Soberano, IPR Tangara, IPR Tuiuil e TAA
Dama. Para as cultivares BRS Esteio e IPR Uirapurd o MEMR3L1 foi 0 mais agressivo (Tabela
40).



102

Tabela 40 - Desdobramento da analise de variancia para massa seca radicular (MSR: g.raiz™%)
de plantas de feijoeiro em fungédo de isolados de Macrophomina phaseolina e
cultivares, UDESC, Lages/SC, 2018.

Cultivar Isolados
MEMR31 MEMR57 MEMR389

ANFC-9 0,88Ba 0,51Da 0,68Da
BRS Esteio 1,12Ab 1,54Aa 1,62Ba
BRS Estilo 1,28Aa 1,31Ba 1,40Ba
BRS Pérola 0,80Bb 0,62Db 2,01Aa
FTS Soberano 1,10Ab 0,72Dc 1,61Ba
IPR Campos Gerais 0,72Ba 0,62Da 0,95Ca
IPR Tangara 0,68Bc 1,14Bb 1,61Ba
IPR Tuiuit 0,90Bb 0,94Chb 1,31Ba
IPR Uirapuru 1,32Ab 1,72Aa 1,86Aa
TAA Dama 0,63Bb 0,40Db 1,04Ca
Média 0,94b 0,95b 1,41a

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna e minusculas na linha diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

O parametro SPR ndo foi analisado estatisticamente devido a falta de variancia entre
os dados. Todos os tratamentos resultaram em avaliagdes de severidade cujos valores foram
superiores a 75%, indicando segundo escala proposta por Abawi & Pastor-Corrales (1990),
intensidade severa (75-100%). Desta forma, para a avaliacdo de severidade da podriddo
radicular, todas as cultivares testadas neste experimento foram consideradas suscetiveis a
inoculacdo de M. phaseolina (Tabela 33). O resultado observado para este parametro
comprova a eficacia do método de inoculacdo utilizado para infec¢do do patdgeno em plantas
de feijoeiro, podendo este ser utilizado em futuros ensaios cuja finalidade seja avaliacdo de

genatipos resistentes a M. phaseolina.

Tabela 41 — Severidade de podriddo cinzenta da raiz (SPD), causada por Macrophomina
phaseolina em raizes de cultivares de feijoeiro comum, UDESC, Lages/SC,

2018.

Cultivares Severidade (%) Reacdo
ANFC-9 75-100 Suscetivel
BRS Esteio 75-100 Suscetivel
BRS Estilo 75-100 Suscetivel
BRS Pérola 75-100 Suscetivel
FTS Soberano 75-100 Suscetivel
IPR Campos Gerais 75-100 Suscetivel
IPR Tangara 75-100 Suscetivel
IPR Tuiuiu 75-100 Suscetivel
IPR Uirapurud 75-100 Suscetivel
TAA Dama 75-100 Suscetivel

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Ao avaliar 13 gendtipos de feijoeiro (branco e colorido) Maringoni & Lauretti (1999)

detectaram 12 suscetiveis e apenas um (P1175829 branco) como resistente, todos 0s acessos
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no presente experimento foram considerados suscetiveis, com severidade acima de 75% a
nivel radicular. Mayék-Pérez et al. (2001b), ndo encontraram nenhum genotipo resistente a M.
phaseolina, entre os 64 avaliados a campo no México, porém alguns acessos demonstraram
aceitaveis niveis de resisténcia. Em experimento a campo, foi avaliada a incidéncia de M.
phaseolina em sete gendtipos de feijoeiro comum e foi observado médias de 5,8 a 11,3% de
incidéncia. Dentre os geno6tipos testados pelos autores, 0 FTS Soberano apresentou incidéncia
de 11%, sendo o segundo a apresentar maior incidéncia de M. phaseolina (GARCES-
FIALLOS; GAMARRA-YANEZ, 2014). Os autores ainda sugerem que a alta
susceptibilidade verificada nos gendtipos testados se deve a inexisténcia de resisténcia nos
seus progenitores.

Resultados de severidade acima de 75% no experimento podem ser explicados pela
condicdo de inoculacdo do mesmo. Mayék-Pérez et al. (2001b), observaram maior severidade
da doenca em cultivares de feijdo quando inoculadas artificialmente em casa de vegetagédo
quando comparada a condi¢cdes de campo. As avaliacdes em casa de vegetacdo tendem a
oferecer condicbes favoraveis para o desenvolvimento do patdgeno, tais como, alto nivel de
indculo e pressdo de selecdo uniforme, o que favorece a expressao da reacdo do genotipo
testado, condi¢des estas que ndo sao facilmente aplicaveis a campo, conferindo discrepancia
nos resultados obtidos nestas duas condi¢Bes. Uma alternativa neste caso seria trabalhar com
menor potencial de indculo, diminuindo a concentracdo inoculada do patégeno por unidade
amostral, simulando com mais coeréncia a realidade encontrada a campo.

Experimentos objetivando a inoculacdo de plantas com M. phaseolina devem seguir
tendéncias naturais, assim, devendo ser utilizado solos naturalmente infestados pelo patégeno
e com preservacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas. A alteracdo das propriedades do
solo pode influenciar a capacidade de inoculagdo do substrato pelo patdgeno (Dhingra et al.,
1976). Além disso, os autores observaram correlacdo significativa entre a diminuicdo de
materia organica do solo e acréscimo no desenvolvimento do patégeno. Além disso, Mihail &
Alcorn, (1982), observaram reducdo na concentracdo de inoculo quando solo artificialmente
infestado foi misturado a areia esterilizada. No presente experimento foi utilizado mistura de
areia e substrato, o que proporcionou diminuicdo da matéria organica da mistura final,
favorecendo o crescimento de M. phaseolina e por outro lado, diminuindo a concentracao de
indculo.

A reducdo no ciclo observado para 0s gendtipos testados variou de 3 a 23 dias
dependendo da cultivar. A cultivar que antecipou mais seu ciclo devido & infecgdo pelo

patogeno foi a TAA Dama, 23 dias em relacdo a testemunha sem inoculo (Figura 11). Este
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comportamento nao € atipico, Short et al. (1978) e também Pearson et al. (1984), observaram
desenvolvimento similar da doenga na cultura da soja. Em geral, plantas inoculadas com
isolados de M. phaseolina apresentaram 13 dias a menos no ciclo de vida, em relacdo as

testemunhas ndo inoculadas.

Figura 11 — Ciclo médio das cultivares de feijoeiro comum em funcao da inoculacdo, ou néo,
de Macrophomina phaseolina, UDESC, Lages/SC, 2018.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

4.5 CONCLUSOES

Todos os gendtipos testados foram considerados suscetiveis a podriddo cinzenta da
raiz causada por Macrophomina phaseolina, reduzindo a massa seca radicular das plantas de
feijoeiro comum.

A infeccdo de Macrophomina phaseolina em planta de feijoeiro comum é capaz de
reduzir nimero de vagens por planta, nimero de grédos por planta e massa de graos por planta,

em diferentes graus de intensidade, dependendo do gendtipo utilizado.
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A infeccdo de plantas de feijoeiro por Macrophomina phaseolina ocorreu
independente da origem do isolado testado, porém o MEMR31 e 0 MEMR57 apresentaram

maior agressividade em relacdo ao MEMR89.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Testando métodos de inoculacdo de um dos principais patdgenos associados a
podriddo radicular nas culturas de lavoura do Brasil, avaliando a reacdo de gendtipos de
feijoeiro comum a severidade de podrid&o cinzenta de raiz e também estudando as relagdes de
infeccdo cruzada de M. phaseolina nestas culturas, avaliando a possibilidade e efetividade no
controle pela rotacdo de culturas, houve a comprovacéo do potencial de um dos métodos e sua
aplicabilidade em ensaios de reacdo a doenca. Todavia, 0s resultados apontam para a
capacidade de infeccdo cruzada dos isolados do fungo nas espécies testadas, o que implica
diretamente na ineficiéncia da rotacao e sucessdo de culturas com a soja, milho e feijéo.

O controle genético através do uso de cultivares com grau de resisténcia é a melhor
opcao para manejo do patdgeno, todavia, este estudo aponta grau de suscetibilidade de
diferentes gendtipos em relacdo a infeccdo poro M. phaseolina, porém sem resultados
positivos quanto a obtencdo de gendtipos resistente.

Estudos que busquem quantificar os danos ao rendimento das culturas causados por M.
phaseolina se fazem necessarios. Experimentos com este objetivo, a campo, tem enorme
dificuldade visto que o patégeno geralmente ndo ocorre de forma isolada, e sim, associado a
outros fungos que também sdo capazes de afetar o sistema radicular das plantas. Todavia,
experimentos em casa de vegetacdo apontam resultados confiaveis e promissores, e estes
devem ser incentivados principalmente para a cultura do milho, visto que pesquisadores
tratam a podriddo cinzenta da raiz, ou da base do colmo, nesta cultura como de aspecto
secundario ou de menor importancia.

De toda forma, o presente trabalho tentou elucidar um pouco mais sobre um dos
patdgenos de dificil manejo integrado. Espera-se que futuros projetos sejam derivados e que a

compreensdo da melhor forma de manejo da podriddo cinzenta da raiz seja obtida.
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