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BRACALE, M. F. Métodos de inoculacdo de Macrophomina phaseolina
associados ao estresse hidrico em soja e fungitoxidade de produtos ao
patégeno. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A podriddo de carvdo € uma doenca radicular que ocorre em todas as regidoes
produtoras de soja do Brasil. A incidéncia e severidade da doenca tem sido
associada a condicbes de estresse hidrico e temperatura elevada do solo. A
podriddo de carvao € uma doenca de dificil controle, ndo havendo nenhum fungicida
registrado para a cultura da soja. Para explorar as condicdes favoraveis a doenca e
o controle quimico de Macrophomina phaseolina a presente dissertacdo foi dividida
em dois bioensaios. O primeiro bioensaio (ou bioensaio 1) objetivou avaliar métodos
de inoculacdo do fungo. Os tratamentos foram compostos pelo método palito de
dente infectado, enterro de discos de meio de cultura com crescimento micelial do
patégeno, sementes infectadas e solo naturalmente infestado associado a estresse
hidrico pelo periodo de dez dias. O estresse foi mantido através da pesagem diaria
dos vasos, dividido em quatro fases, com inicio aos 27, 45, 60 e 75 dias apés a
semeadura. As avaliagcbes consistiram na observacdo da presenca de sinais do
patogeno, logo apdés o periodo de estresse. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as meédias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, com auxilio do software “R”, pacote “drc’. Todos os métodos de
inoculacdo testados foram eficientes no desenvolvimento de M. phaseolina em
plantas de soja. O fator estresse hidrico favoreceu o aparecimento da doenca,
contudo néo foi essencial. O segundo bioensaio objetivou testar a inibicdo micelial
de M. phaseolina submetido a diferentes fungicidas. Os tratamentos consistiram na
exposicdo do patdogeno as seguintes misturas fungicidas: protioconazol +
trifloxistrobina + bizafem, trifloxistrobina + ciproconazol, picoxistrobina +
ciproconazol, azoxistrobina + benzovindiflupir, mancozebe, difenoconazol +
ciproconazol, propiconazol + difenoconazol, epoxiconazol + fluxapiroxade +
piraclostrobina e carbendazim. Foram utilizadas cinco concentracdes: 0,01ppm;
0,1ppm; 1,0ppm; 10,0ppm; 100,0ppm do produto formulado. A avaliacdo do
crescimento micelial foi realizada com o auxilio de paquimetro, medindo-se o
diametro das col6nias, até 0 momento em que o crescimento do fungo no tratamento
testemunha atingiu a borda da placa de Petri. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com sete repeticdes. Os dados foram ajustados ao modelo
log-logistico. Os calculos foram realizados com o software “R”, pacote “drc”. As
misturas  picoxistrobina + ciproconazol, azoxistrobina + benzovindiflupir,
epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim foram consideradas
altamente fungitoxicas ao fungo Macrophomina phaseolina. As demais misturas
avaliadas apresentaram moderada fungitoxicidade ao patégeno.

Palavras-chave: Podridao de carvao. Infeccao. Fungicidas. Controle.



BRACALE, M. F. Methods of inoculation of Macrophomina phaseolina
associated to water stress in soybean and fungitoxicity of products to the
pathogen. 70 p. Dissertation ( Master's degree in Agronomy) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The charcoal rot is a disease that occurs in all soybeans producing regions of Brazil.
The incidence and severity of the disease has been associated with plant stress
conditions due to lack of water and high soil temperature. The charcoal rot is a
disease of difficult control, with no registered chemical control for soybean crop. In
order to explore the favorable conditions for infection and chemical control of
Macrophomina phaseolina the present dissertation was divided into two bioassays.
The first bioassay (or bioassay 1) aimed to evaluate methods of fungus inoculation.
The treatments consisted of: infected toothpick method, burial of disks of culture
medium with mycelial growth of the pathogen, infected seeds and soil naturally
infested. All the methods were associated with water stress for a period of ten days.
Stress was maintained through daily vase weighing, divided into four phases,
beginning at 27, 45, 60 and 75 days after sowing. The evaluations consisted in the
observation of the presence of signs of the pathogen, soon after the period of stress.
The experimental design was completely randomized, with five replications. The data
were submitted to analysis of variance and the means grouped by the Scott-Knott
test at 5% of probability, with the aid of software “R”, package “drc”. After the second
period of stress, all treatments presented the signs of the pathogen, with and without
water stress. All inoculation methods tested were efficient in the development of M.
phaseolina in soybean plants. The water stress factor favored the disease, although
it was not essential. The second bioassay (or bioassay 2) aimed to test the mycelial
inhibition of M. phaseolina submitted to different fungicides. The treatments consisted
in exposing the pathogen to the following fungicides mixtures: prothioconazole +
trifloxystrobin  + bixafen, trifloxystrobin + cyproconazole, picoxystrobin +
cyproconazole, azoxystrobin + benzovindiflupyr, mancozeb, difenoconazole +
cyproconazole, propiconazole + difenoconazole, epoxiconazole + fluxapyroxad +
pyraclostrobin and carbendazin. Five concentrations were used: 0.01ppm; 0.1ppm;
1.0ppm; 10.0ppm; 100.0ppm of the formulated product. To represent the control,
Petri dishes containing only the pathogen were used in BDA culture medium without
addition of fungicide. The evaluation of the mycelial growth was performed with the
aid of a pachymeter, measuring the diameter of the colonies the moment the growth
of the fungus in the control treatment reached the border of the Petri dish. The
experimental design was completely randomized, with seven replicates. The data
were adjusted to the log-logistic model. The calculations were performed with
software "R", package "drc". The mixtures picoxystrobin + cyproconazole,
azoxystrobin + benzovindiflupyr, epoxiconazole + fluxapyroxad + pyraclostrobin and
carbendazin were considered highly fungitoxic to the fungus Macrophomina
phaseolina. The other mixtures evaluated showed moderate fungitoxicity to the
pathogen.

Keywords: Water stress. Infection. Root diseases. Fungicides. Control.
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1 INTRODUCAO

A soja € uma cultura de grande valor na balanca comercial brasileira,
correspondendo a quase 50% das exportacdes no setor do agronegadcio, e atingindo
valores acima de U$ 4 bilhdes com a venda dos produtos do complexo da
oleaginosa (MAPA, 2016).

A producao de soja no Brasil abrange 57% da area de graos plantada
no pais, anualmente o produtor chega a perder até 20% de sua safra devido a
ocorréncia de doencas (HENNING, 2009; CONAB, 2018). Em torno de 40 doencas
causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus ja foram relatadas. Dentro das
limitagcdes que os produtores de soja enfrentam no Brasil, as doengas se apresentam
como uma das principais ameacas a producao dessa cultura. Muitas doencas sdo
descritas como fator limitante da produtividade, sendo que a importancia econémica
dada a cada uma delas difere de acordo com o ano e a regido, condicdo climéatica e
in6culo, variando de safra para safra (ZAMBOLIM; COSTA; VALE, 1997;
MICHEREFF; PERUCH; ANDRADE, 2005; EMBRAPA, 2013).

Algumas doencas atacam o sistema radicular da cultura, visto serem
patégenos habitantes do solo, tendendo a aumentar devido a expanséo da soja para
novas areas de cultivo e também como consequéncia da monocultura.

Entre as doencas que atacam o sistema radicular e colo da cultura,
destaca-se a podriddo de carvao, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid. Nos ultimos anos tem apresentado aumento no nimero de relatos em
todo o mundo. O fungo é considerado saprofita e sobrevive em restos culturais e no
solo, através da formacdo de estruturas de resisténcia conhecidas como
microesclerédios (ALMEIDA et al., 2014).

O patégeno pode causar doencas em mais de 500 espécies de plantas,
causando morte em pré e pO0s emergéncia, podendo ser transmitido através de
sementes contaminadas. As condi¢cbes que favorecem o ataque do fungo sé&o
principalmente o estresse hidrico associado a altas temperaturas, atacando o
sistema radicular da planta causando a degradacao dos tecidos, menos do xilema.
Assim, murcha e morte da parte aérea sdo sintomas caracteristicos da doenca, bem

como podriddo de carvao das raizes e colo e tombamento de plantulas, podendo ser
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observadas principalmente nos estagios finais da cultura. Contudo, a doenca
também pode se manifestar em qualquer estadio de desenvolvimento da planta.

Os métodos de controle da doenca compreendem a rotacdo de
culturas, uso de sementes sadias, cultivares resistentes. Na cultura da soja, ndo ha
registro de controle quimico para essa doenca.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram:

e Testar diferentes métodos de inoculagdo do patégeno Macrophomina
phaseolina em plantas de soja associadas ao estresse hidrico, a fim de
se definir a melhor metodologia para estudos.

e Avaliar a fungitoxidade de diferentes fungicidas no controle de
Macrophomina phaseolina, utilizando o método de inibicdo do

crescimento micelial do fungo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econdmica da cultura da soja

Nos ultimos trinta anos, a producdo de soja tem se consolidado com
uma das atividades econémicas que mais apresentou desenvolvimento dentro dos
segmentos do agronegocio mundial. Na conjuncdo atual, o Brasil possui grande
participacdo na oferta e demanda de produtos do complexo soja, o qual vem
contribuindo significativamente para a economia do setor primario, garantindo sua
posicdo de alta relevancia na balanca comercial brasileira (FARIAS, 2010; MAPA,
2016).

Alguns fatores vém estimulando o desenvolvimento de diversas regioes
brasileiras, como a expansédo do mercado externo pelo comércio de produtos do
complexo soja, tal como a exploracdo de novas areas de cultivo e beneficiamento ao
redor do mundo, estabilizacdo da oleaginosa como fonte de proteina para a
alimentagao animal, entre outros (LAZZAROTTO; HIRAKURI, 2010).

A soja (Glycine max L.) corresponde a 57% da area plantada em gréaos
no Brasil. O aumento da produtividade esta associado aos avangos tecnolégicos, ao
manejo e eficiéncia dos produtores brasileiros (CONAB, 2018; MAPA, 2016).

De acordo com a descricdo da Embrapa Soja (2004) o grdo de soja,
em média, possui 40% de proteinas, 20% de lipideos (6leo), 5% de minerais e 34%
de carboidratos (acUcares como glicose, frutose e sacarose, fibras e os
oligossacarideos).

Dada suas qualidades nutricionais, sua facilidade de adaptacdo a
quase todas as regides do globo, alta producéo e viabilidade de cultivo, podendo ser
considerada como um dos alimentos para a populacdo do futuro (BELLAVER,;
SNIZER, 1999).

Pode ser cultivada em varias regifes do pais, com caracteristicas
edafoclimaticas tipicas. Varios fatores podem contribuir para a diminuicdo da
produtividade dessa cultura, como as doencas de origem fungica, bacteriana e viral
(ALMEIDA et al.,, 2016). E uma cultura atacada por um grande numero de
patégenos, com levantamentos bibliograficos indicando o ataque de mais de 100
tipos de doencas, sendo que destas, 35 sdo consideradas economicamente

importantes por provocarem perdas na producao (HARTMAN; SINCLAIR, 1999).
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Dentro desse panorama, o produtor rural chega a perder entre 15 e
20% de sua safra por conta da ocorréncia de doencas. Esse numero tende a
aumentar devido ao crescimento da soja para novas areas de producdo e também
como resultado do estabelecimento da monocultura (HENNING, 2009).

No Brasil, doencas do sistema radicular sdo descritas em quase todas
as regides de cultivo, com intensidade alterando em razdo do in6culo presente na
area, das condicbes climaticas, de métodos de manejo do solo e do nivel de
resisténcia da cultivar (ZAMBOLIM; COSTA,; VALE, 2005).

A podriddo de carvdo é a doenca radicular mais comumente
encontrada nas lavouras de soja do pais (REIS; BOARETTO; DANELLI, 2014).

2.2 Doencas radiculares da cultura da soja

As doencas que afetam o sistema radicular das plantas se destacam
nas culturas de interesse econémico como um dos principais motivos de diminui¢éao
na produtividade (HILLOCKS; WALLER, 1997).

Os patdgenos de raiz em associacdo com as plantas, tornaram-se
altamente adaptados ao ambiente, atrapalhando e até mesmo impedindo o controle
das doencas radiculares (BRUEHL, 1987). Como a infec¢cdo e o desenvolvimento
inicial das doencas ocorrem abaixo do nivel do solo, na maioria das vezes, 0s
patogenos radiculares somente sdo notados quando alcancam estados avancados
de infeccdo. Por isso, as alternativas de controle tornam-se restritas, visto que ficam
relativamente inacessiveis a agédo direta do homem (WHEELER et al., 2001).

As doencas radiculares da soja, como: murcha de fusarium (Fusarium
oxysporum f.sp. glycines), murcha-de-esclerécio (Sclerotium rolfsii), podridao
radicular mole (Phytophthora megasperma f.sp. glycine), podriddo de carvao
(Macrophomina phaseolina), tombamento de plantulas (Rhizoctonia solani; Pythium
spp.), podriddo radicular vermelha (Fusarium solani), podriddo branca (Sclerotinia
sclerotiorum), podriddo radicular seca (Fusarium solani f.sp. sojae), normalmente
sdo resultantes de solos com condicdes onde o cultivo da soja propicia seu
desenvolvimento (MICHEREFF; PERUCH; ANDRADE, 2005).

2.2.1 Podridao de carvao da soja
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O fungo Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid € o causador da
podriddo de carvao na soja, sendo capaz de infectar raizes, hastes, folhas e frutos
de diversas espécies vegetais como feijao, milho, sorgo, algoddo, meldo e girassol
(GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012; ALMEIDA et al., 2014; LINHARES et al.,
2016). No Brasil, a ocorréncia desse patégeno foi relatada pela primeira vez
infectando raizes de feijao (BITANCOURT, 1935). Todavia, por manifestar sintomas
habitualmente no final do desenvolvimento da cultura, ndo foi dada grande
importancia a doenga. Os primeiros relatos de danos em soja no Estado do Parang,
no final da década de 1970, atingiram cerca de 50% da producdo (FERREIRA;
LEHMAN; ALMEIDA, 1979; COELHO NETO, 1994; ALMEIDA et al., 2001; ALMEIDA
et al., 2014).

Tem sido relatado altas variagcdes nos niveis de danos no rendimento
da cultura da soja. Quanto aos danos de rendimentos pertinentes a ocorréncia ad
doenca de podriddo de carvdo em soja nos dez maiores paises produtores, em
1994, ultrapassou 1,2 milhdes de toneladas (WRATHER et al., 1997). Nos EUA, a
doenca foi responsavel pelos dois maiores danos na cultura, quando comparada
com outras doencas do Central Mississippi e Alabama, Central lllinois e Indiana
(GOMES, 2014), sendo entédo classificada em segundo lugar na lista de doencas
que afetaram a producao de soja em 2003 nos EUA (WRATHER; KOENNING 2006).
Ha caréncia de informacfes atualizadas sobre as perdas e danos causados por M.
phaseolina na cultura da soja, principalmente a nivel nacional.

Assim como para outras culturas, o0 método mais pratico e econémico
para controlar a podriddo de carvao seria através do uso de cultivares resistentes, no
entanto, nenhum gendtipo foi identificado com resisténcia a essa doenca, apenas
com moderada resisténcia (PARIS et al., 2006; MENGISTU et al., 2011; MENGISTU
et al., 2013).

Uma alternativa de controle poderia ser através do uso de rotacdo de
culturas. Contudo, este fungo é polifago, tendo a habilidade de infectar um grande
namero de espécies de plantas, além de ser capaz de sobreviver e multiplicar em
restos culturais (PEARSON et al., 1984; ALMEIDA et al., 2001).

Precisamente por esta capacidade de infectar inGmeras espécies de
plantas, o controle através de rotacdo de culturas torna-se uma pratica de pouco
sucesso. Poderia, contudo, ser utilizada para estimular a interferéncia na biologia e

na sobrevivéncia do fungo, através de manejo do solo, propiciando um ambiente
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adverso para o desenvolvimento do patégeno e/ou favorecendo organismos
antagonicos (KENDIG; RUPE; SCOTT, 2000).
Em relacdo ao controle quimico, ainda ndo ha nenhum produto com

acao fungicida ao patégeno registrado para cultura da soja (AGROFIT, 2017).

2.3Etiologia de Macrophomina phaseolina

O fungo pertence ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae,
sendo caracterizado pela producéo de picnidios e microesclerédios nos tecidos dos
hospedeiros, 0s quais sdo responsaveis pela capacidade de sobrevivéncia do
patdgeno na ocorréncia de longos periodos sem a planta hospedeira ou em
quaisquer outras condicdes adversas que impossibilitem seu desenvolvimento
(GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). O micélio do fungo € uninucleado com
crescimento concéntrico de coloracdo acinzentada a preto com as hifas formando
ramificacbes em angulo reto (MACHADO; KIMATI, 1975). O fungo produz picnidios
negros e globulosos, que geralmente ocorrem nos tecidos vivos, sendo que apenas
alguns isolados formaram picnidios em BDA com ambiente controlado (DHINGRA;
SINCLAIR, 1978). M. phaseolina é um patdégeno polifago, por essa razdo nao é
possivel garantir a especificidade de seu hospedeiro (MAIA; SILVA; MEYER, 2004).

Os exsudados liberados pelo sistema radicular da planta induzem a
germinacao dos microesclerédios e por consequéncia, levam a infeccdo das raizes
dos hospedeiros. Dessa forma, o micélio penetra na epiderme da raiz e fica limitado
aos espacos intercelulares do cortex das raizes primérias, implicando no colapso
das células adjacentes, podendo ocasionar a morte de plantulas. Durante a fase do
florescimento, as hifas do patdgeno crescem intracelularmente através do xilema e
formam microesclerddios bloqueando o sistema vascular do vegetal (KAUR et al.,
2012).

Segundo Pearson, Leslie e Scwenk (1987) existem diferencas
morfologicas entre isolados e quando cultivados em BDA alguns deles néo
produziram picnidios, e também podem variar quanto a viruléncia.

A incidéncia e severidade da doenga tem sido associada a condi¢des
de estresse da planta por falta de 4gua e alta temperatura do solo (PEARSON et al.,
1984; SMITH; WYLLIE, 1999; WRATHER et al., 2008). Solos compactados ou com

tendéncia a compactacdo podem afetar o crescimento radicular em profundidade,



17

tornando a planta propensa ao estresse hidrico. O baixo potencial hidrico aumenta a
suscetibilidade das plantas reduzindo a atividade de agentes antagdnicos a doenca,
caracterizando o desenvolvimento da podriddo de carvdo a regides de cultivo de
soja propensas a estiagem (BERGAMASCHI et al., 1999; ALMEIDA et al., 2014).

2.3.1 Ciclo de vida e infec¢céo do patégeno

Microesclerddios presentes no solo, sementes infectadas e restos de
cultura servem como fonte primaria de in6culo e como forma de sobrevivéncia do
fungo (DHINGRA; SINCLAIR, 1978). Os microesclerddios s&o estruturas
multicelulares, produzidas a partir de emaranhado de micélio, sendo resistentes a
condicbes adversas, com pigmento de melanina que confere protecdo contra o0s
raios UV do sol, sendo facilmente encontrados sob a epiderme do sistema radicular
das plantas, ou entdo na camada externa do cortex e na regido do colo (ALMDEIDA
et al., 2014).

A decomposicdo dos tecidos vegetais ocasiona a liberagdo desses
microesclerédios no solo. Uma vez em contato com a regido do colo ou da raiz da
planta, germinam e infectam as raizes. Um microesclerédio pode ter células
germinando e infectando plantas em estadios diferentes das plantas, visto que nem
todas germinam ao mesmo tempo (AMEIDA et al., 2014).

Dessa forma, o fungo se propaga através do caule da planta tornando
os tecidos vasculares marrom-avermelhados. O patdégeno pode penetrar nas vagens
e graos, induzindo diversos sintomas, tais como manchas nas sementes e as vezes,
forma microesclerédios nas vagens e sementes (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE,
2012). Os microesclerodios produzidos nos tecidos vasculares e na medula criam
uma aparéncia de acinzentada a escura no caule, e a epiderme da raiz se destaca
com facilidade (ALMEIDA et al., 2001).

A infeccdo do sistema radicular pode acontecer desde o inicio da
germinacdo da semente (ALMEIDA et al.,, 2014) (Figura 1). Os exsudados do
sistema radicular induzem a germinacao dos microesclerédios e leva a infeccdo do
hospedeiro. Durante a patogénese, o micélio de M. phaseolina penetra na epiderme
das raizes, ficando restrito aos espacos intercelulares do cértex das raizes primarias.
O resultado séo as células adjacentes que entram em colapso podendo ocasionar a
morte de plantulas (MAYEK-PEREZ et al., 2002; KHAN, 2007; KAUR et al., 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida de Macrophomina phaseolina. Fonte: Ilvancovich, Flores e Lavilla
(2016).

Lesbes no colo da planta sdo superficiais e geralmente possuem
coloragdo marrom-avermelhada. Radiculas infectadas exibem tecidos com
escurecimento. Apos o estadio de florescimento e associado ao déficit hidrico, as
folnas apresentam sintomas de clorose, 0s quais secam adquirindo coloragéo
marrom mantendo as folhas aderidas aos peciolos. Esses sintomas devem-se ao
desenvolvimento micelial do fungo através do xilema, que, ao formar os
microesclerédios, bloqueia os vasos e causa a disruptura das células do hospedeiro.
Nessa etapa, as plantas exibem raizes de cor cinza, apresentando microesclerédios
negros nos tecidos (DHINGRA,; SINCLAIR, 1978; ABAWI; PASTOR-CORRALES,
1990; NDIAYE, 2007).

Posteriormente a morte da planta, a colonizagcdo dos tecidos do
hospedeiro e a formacdo de microesclerédios continuam, tornando-se a principal
fonte de inéculo do patégeno. Apds a decomposicdo dos restos vegetais do
hospedeiro os microesclerddios sao liberados no solo (MIHAIL, 1989), podendo
sobreviver de 2-15 anos dependendo das condi¢cdes ambientais (BAIRD; WATSON,;
SCRUGGS, 2003).
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As plantas que sobrevivem a infeccdo inicial irdo apresentar
amarelecimento sintomatico no momento de formacdo de vagens, parecida a
maturacdo normal, fator que pode atrapalhar na diagnose da doenca. O
amarelecimento é progressivo, levando a murcha. As folhas continuam aderidas,
porém apresentam-se caidas ao longo das hastes (principal caracteristica da
doenca), em seguida tornam-se secas e de coloracdo marrom-escura (EMBRAPA,
2004; ALMEIDA et al., 2014).

2.4Métodos de inoculacao de Macrophomina phaseolina

O desenvolvimento de métodos de inoculacdo objetivando a avaliacdo
da resisténcia de doencas em diversas culturas pode ser dividido em duas
categorias os chamados métodos de inoculacéo artificial e os métodos de inoculacao
natural (SIVIERO et al., 2002).

De maneira geral, os métodos artificiais de inoculacdo envolvem a
realizacdo de ferimentos nas plantas, possuindo como fatores vantajosos a rapidez
de resposta e a facilidade de execucéo e, dentre as principais desvantagens, o fato
de ndo simularem as condi¢cdes naturais de infeccdo, provocarem estresse
excessivo nas plantas e, portanto, subestimarem o0s niveis de resisténcias dos
gendtipos avaliados (CLAUDINO, 2013).

Dessa forma, quando se deseja determinar a resisténcia em condi¢cdes
de campo, onde a distribuicdo e concentracdo do in6culo do patégeno pode
apresentar alta variabilidade, o método de inoculacdo escolhido precisa ser o mais
fiel & realidade do patossistema no campo (CLAUDINO, 2013; MEDEIROS, 2013).

Para contornar essa desvantagem, utilizam-se meétodos de inoculacéo
natural em condi¢des controladas, com a infestacao artificial do substrato de cultivo,
de forma que a distribuicdo e concentracdo do indculo sejam uniformes e, com isso,
a ocorréncia de escape seja minimizada, ou mesmo eliminada (CLAUDINO, 2013).

Panizzi (1988) avaliando a reacdo de cultivares de feijoeiro a M.
phaseolina através de inoculacdo artificial via sementes infectadas, verificou que o
comportamento das plantas variou desde o resistente ao altamente suscetivel.

Para inoculacdo de M. phaseolina, 0 método do palito tem sido o mais
indicado em beterraba (MAHMOUDI; GHASHGHAIE, 2012), sorgo (KAVITHA, 2007),
e meldo (ITO; BRAZ; CAMARO, 2009). O método de inoculacdo com discos de meio



20

de cultura, contendo estruturas do patdégeno no colo da planta foi utilizado com
sucesso por Salari et al. (2012) na avaliacdo de cultivares ao referido fungo. Uma
adaptacdo desse método foi feita por Twizeyimana et al. (2012) ao posicionar o
disco de meio de cultura na haste de plantas de soja.

Lima et al. (2013) relatam que a infestagcdo do solo com sementes de
crotalaria colonizadas com M. phaseolina mostrou-se eficiente em ocasionar a
doenca. Souza (2016) testou métodos de inoculacdo artificial do patdégeno em
plantas de feijao-fava observando que inoculacéo do grédo de arroz infestado e disco
de micélio foram eficientes na inoculacédo artificial de M. phaseolina. Pires e Beserra
Junior (2017) também testaram tais métodos juntamente com o de palito de madeira

infestado e obtiveram os mesmos resultados em feijao-fava.

2.5 Métodos de controle para Macrophomina phaseolina

De forma geral, os métodos de controle de doencas de plantas seguem
os Principios de Whetzel, onde podem ser direcionados ao ambiente (evasdo e
regulacéo), ao patdogeno (evasao, excluséo e erradicacao) e também ao hospedeiro
(terapia, protecdo e imunizacdo), englobando assim os vértices do triangulo da
doenca (KIMATI; BERGAMIN FILHO, 2005).

Dentre tais medidas, os fungicidas (SOUZA; DUTRA, 2003) e também
a utilizacdo de genotipos resistentes sdo as opcdes mais frequentemente adotadas
(LOPES; KIMATI, 1988ab; DE; KAISER, 1991; AIRES et al., 1994; MARINGONI;
LAURETTI, 1999).

2.5.1 Controle Cultural

Devido ao conhecimento da acdo polifaga de M. phaseolina, fica
evidente que o sistema de rotacdo de culturas € um método ineficaz para o controle
dessa doenca (SHORT; WYLLIE; BRISTOW, 1980). Contudo, alguns autores ainda
indicam essa medida desde que seja adotada espécies selecionadas de gramineas,
por exemplo, outras que ndo milho, sorgo e trigo, além da remocdo dos restos
culturais, visando a reducéo do in6culo na area de cultivo (DHINGRA; SINCLAIR,

1978; ARAUJO et al., 2007). A escolha de regies de plantio que possuam regimes
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pluviais precisos ou que tenham seu suprimento de agua por irrigagcdo também é
uma medida eficaz (ARAUJO et al., 2007).

Estudos realizados por Almeida et al. (2001) em restos de cultura da
cultura da soja mantidos sob ou sobre o solo, demonstraram que o fungo sobrevive e
se multiplica saprofiicamente. Complementarmente, a populacdo de
microesclerédios foi proporcional ao nimero de anos cultivados, sucessivamente,
com soja e milho, ambas hospedeiras ao patégeno.

Dentre as condi¢cdes ambientais que contribuem para a ocorréncia da
doenca causada por esse patégeno pode-se citar as altas temperaturas e baixo nivel
de umidade do solo (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). Diante disso, a
utilizacdo de préticas culturais tais como a cobertura do solo com residuos vegetais
€ bem vista, uma vez que reduzem tanto o aquecimento (RESENDE et al., 2005;
COELHO et al.,, 2013a) quanto a perda de agua do solo, preservando-o em
condicbes de maior umidade quando comparado ao solo descoberto, portanto,
destacam-se como uma possibilidade de escolha para diminuir o potencial de
in6culo e a incidéncia da doenca nas culturas (TEOFILO et al., 2012; COELHO et al,.
2013b).

Para Hasna et al. (2007), a melhor alternativa para o0 manejo de
doencas radiculares é o uso da adubacao verde, através da utilizacdo de espécies
leguminosas e até mesmo gramineas que visem diminuir a populacdo dos
patdgenos no solo.

A matéria organica presente no solo pode influenciar na supressividade
de doencas, através do estimulo da atividade da microbiota, aumentando a
viabilidade das a¢bGes dos agentes antagonistas e reduzindo o potencial de inéculo
dos fitopatdbgenos presentes, pela acdo de compostos disponibilizados durante a
decomposicdo da matéria organica (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Entretanto, o uso do filme de polietileno, comumente empregado no
cultivo de hortalicas para supressdo de plantas daninhas, pode promover o
aquecimento do solo (RESENDE et al.,, 2005; COELHO et al., 2013a), o que por
ventura pode potencializar a ocorréncia da doenca. Cunha (2012) descreveu que
essa pratica favoreceu o aumento de danos ocasionados pelo fungo M. phaseolina,
visto que este patégeno € beneficiado por temperaturas elevadas.
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2.5.2 Controle Biologico

O controle de patégenos através de medidas alternativas e biolégicas
pode abrandar os efeitos negativos dos produtos fitossanitarios no ambiente, nos
alimentos e na resisténcia dos patdégenos aos principios ativos (THAKKAR; SARAFI,
2015).

O controle biolégico fitopatégenos habitante do solo conta com o
emprego de microrganismos, podendo representar um método seguro e eficiente.
Diversos trabalhos tém demonstrado que alguns antagonistas podem proteger as
sementes da acdo de fitopatdbgenos, as vezes de forma tdo efetiva quanto o
emprego de produtos quimicos (DOLEY; JITE, 2012).

Dentre os diversos agentes de controle bioldgico, espécies de
Trichoderma tém sido largamente investigadas e utilizadas dada a sua capacidade
de controle de fitopatdogenos (VINALE et al., 2008; DOLEY; JITE, 2012; GAJERA et
al., 2012). Dentre as espécies, T. harzianum e T. asperellum sdo as mais estudadas,
além de outras como T. koningii, T. viride, T. hamatum e T. pseudokoningii.

As espécies desse género produzem enzimas que causam degradacao
das paredes celulares dos fungos que hiperparasitam, sendo a producdo dessas
enzimas diretamente relacionada com a eficacia no processo de hiperparasitismo
(KUMAR et al., 2012). O poder competitivo e a capacidade do antagonista em se
estabelecer no solo e sobreviver as condicbes adversas é um ponto chave para o
sucesso do controle do fitopatégeno (MENEZES et al., 2004).

Produtos comerciais a base de agentes de biocontrole de doencas de
plantas também estdo sendo avaliados quanto a eficacia no controle de
fitopatdgenos de solo (BETTIOL, 2012).

2.5.3 Controle Genético

Assim como para outras doencgas, 0 metodo mais pratico e econémico
para se controlar M. phaseolina em soja seria através do uso de cultivares
resistentes, porém, ndo h4 ainda cultivares comerciais resistentes a esse fungo
(PARIS et al., 2006; MENGISTU et al., 2007; MENGISTU et al., 2011; MENGISTU et
al., 2013).
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Para a cultura do sorgo, mesmo que tenha sido encontrada resisténcia
a M. phaseolina em muitas cultivares (ROSENOW, 1978), poucas possuem tal
resisténcia juntamente com caracteristicas agrondmicas desejaveis.

Sendo a resisténcia genética uma pratica de controle ambientalmente
mais eficaz para controlar a doenca de podriddo cinzenta do caule em feijoeiro
comum (SINGH; SCHWARTZ, 2010), a identificacdo de gendtipos com resisténcia
gue seja duravel durante todo o periodo de cultivo auxiliaria no manejo da doenca.

Em relacdo a cultura do caupi, os trabalhos referentes as fontes de
resisténcia genética a M. phaseolina sao insuficientes. Com isso, é importante
evidenciar os trabalhos realizados por Rodrigues et al. (1997), bem como os de Pio-
Ribeiro e Assis Filho (1997), os quais ressaltam a existéncia de variabilidade no
comportamento de alguns genétipos a podriddo de carvao, com evidente indicacao
de fontes de resisténcia ao patégeno.

Para a cultura da soja, ndo ha ainda uma cultivar comercial que seja
resistente ao ataque desse patdégeno, fazendo com que pesquisadores, assistentes
técnicos e produtores figuem preocupados com a sua ocorréncia e com 0s danos
causados pela podridao de raizes de Macrophomina a cultura, principalmente no
qgue se refere a baixa eficiéncia de controle de outras praticas (REIS; BOARETTO;
DARNELLI, 2014).

Contudo, estudos descrevem a existéncia de gendtipos de soja que
apresentam menores niveis de infeccdo ou entdo que foram classificados como
modernamente resistentes ao patdgeno, 0s quais podem ser utilizados em
programas de melhoramento destinados a obtencdo de cultivares que resistam,
mesmo seja de modo parcial, a infeccdo de M. phaseolina, diminuindo assim a
possibilidade de altas perdas pela doenca (ALMEIDA et al., 2014).

2.5.4 Controle Quimico

Assim como a maioria das doencas, os fungos habitantes do solo
causam grandes perdas econdmicas em diversas espécies cultivadas. Tais fungos
podem ter a capacidade de produzir estruturas de resisténcia que favorecem a sua
sobrevivéncia quando deparados a condicfes adversas ao seu desenvolvimento
(MICHEREFF; PERUCH; ANDRADE, 2005).
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Frequentemente, o controle quimico para patdégenos habitantes do solo
pode ser ineficiente e dispendioso, além de ocasionar a contaminacdo do ambiente
e a possivel destruicdo da microbiota benéfica do solo (KUMAR et al., 2015).

De acordo com Coutinho et al. (2012), por ser um patégeno habitante
do solo, o controle quimico de M. phaseolina no campo é econbmica e
ambientalmente inviavel, assim, recomenda-se o tratamento quimico das sementes
de forma a proteger a planta nos estagios iniciais de desenvolvimento.

Dentre as culturas de alto valor econémico para o pais, apenas o feijao
apresenta registro de fungicidas para o controle da doenca via tratamento de
sementes, abrangendo 0s grupos quimicos dos triazois, dimetilditiocarbamatos e
carboxanilidas (AGROFIT, 2018). Dada a importancia econdmica da cultura da soja,
se faz necessério a avaliacdo de fungicidas para o controle da doenca.

Ha diversos estudos sobre a capacidade do uso de herbicidas em
diminuir ou aumentar a intensidade de doencas causadas por fitopatbgenos
habitantes do solo. De forma geral, quando ha reducéo da intensidade de doencas
por herbicidas, o desenvolvimento micelial e a esporulagdo de fungos séo inibidos
(DUKE et al., 2007). Tem-se avaliado o efeito de um ou poucos herbicidas,
sobretudo glyphosate, sobre um ou poucos fungos (SANOGO et al., 2000; MERILES
et al., 2006; LARSON, 2006; DUKE et al., 2007).

No caso da cultura da soja, de acordo com os estudos de Johal e
Huber (2009), a aplicacdo de glyphosate em lavouras resistentes ao herbicida tem
aumentado, e em alguns casos reduzido, a severidade de certas doencas.

Uma substancia € considerada fungitoxica quando em baixas
concentragcfes possui acao toxica aos fungos. Entretanto, tal capacidade ndo é dada
somente devido ao ingrediente ativo, mas também é dependente das caracteristicas
fisioldgicas e genéticas de cada fungo. Ademais, a toxidez de um a substancia a um
determinado fungo pode ser temporaria em razdo da manifestacéo de resisténcia por
parte do patégeno em questdo (REIS; REIS; CARMONA, 2010). Se um fungicida
nao exerce nenhuma acao de fungitoxicidade sobre o fungo, ele é considerado
insensivel (REIS; REIS; FORCELINI, 2007).

De acordo com a classificacdo de fungitoxicidade proposta por Edgington,
Khew e Barron (1971), substéncias altamente fungitoxicas sdo aquelas que

apresentam Clso menor do que 1mg. L' ou 1ppm, moderadamente fungitéxicas
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quando apresentam Clso entre 1 e 50 mg. L* (1 e 50ppm) e ndo téxicas as

substancias que apresentam Clso maior do que 50 mg. L.
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Métodos de inoculacdo de Macrophomina phaseolina em plantas de soja

submetidas ao estresse hidrico

RESUMO

A podriddo de carvao causada pelo fungo Macrophomina phaseolina € uma das
doencas radiculares mais comuns na cultura da soja, sendo favorecida por
condicOes de estresse hidrico e elevadas temperaturas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes métodos de inoculagdo de M. phaseolina na cultura da soja
associados ao estresse hidrico. Os tratamentos consistiram em quatro métodos
de inoculagdo mais uma testemunha. Os tratamentos foram: método do palito de
dente infectado, sementes infectadas pelo patdégeno, solo naturalmente
infestado, e enterro de discos de meio de cultura com o crescimento micelial do
fungo. Os tratamentos foram submetidos a estresse hidrico por falta de agua
durante dez dias. O estresse foi dividido em quatro fases, sendo iniciado em
diferentes idades da planta: aos 27, 45, 60 e 75 dias apds a semeadura. As
avaliacbes consistiram na observacdo da presenca de microesclerédios nas
plantas de soja. O delineamento experimental foi inteiramente causalizado com
cinco repeticbes e teste de comparacdo de médias Scott-Knott a 5% de
probabilidade, com auxilio do software “R”, pacote “drc”. A partir do segundo
periodo de estresse, todos os tratamentos apresentaram desenvolvimento dos
sintomas, independente da condicdo de estresse hidrico. Dessa forma, todos os
métodos de inoculacdo estudados resultaram no desenvolvimento de
Macrophomina phaseolina em plantas de soja. A condicdo de estresse hidrico
favoreceu o aparecimento da doenga, contudo néo foi fator essencial em seu
desenvolvimento.

Palavras-chave: Condicao hidrica, infeccdo, podriddo de carvao, sojicultura.
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Inoculation methods for Macrophomina phaseolina in soybean plants

subjected to water stress

ABSTRACT

The charcoal rot caused by the fungus Macrophomina phaseolina is one of the most
common root diseases in soybean and other crops, being favored by water stress
conditions and high temperatures. The objective of this work was to evaluate different
methods of inoculation of M. phaseolina in the soybean crop associated to water
stress. The treatments consisted of four methods of inoculation plus one control
treatment. The treatments were: infected toothpick method, pathogen infected seeds,
soil naturally infested, and burial of culture medium disks with mycelial fungus
growth. The treatments were submitted to water stress for lack of water for ten days,
which was determined and maintained by daily weighing of the veses, and
confirmation by the calculation of the relative water content in the plant, where half of
the veses of each treatment were submitted to the water stress, while the other half
remained in field capacity. The stress was divided into four phases, starting at
different plant ages: at 27, 45, 60 and 75 days after sowing. The evaluations
consisted in the observation of the presence of microsclerodes in soybean plants.
The experimental design was completely randomized with five replicates and a
comparison test of Scott-Knott averages at 5% probability, using software "R", "drc"
package. From the second stress period, all treatments presented symptoms
development, regardless of the water stress condition. Thus, all the inoculation
methods studied resulted in the development of Macrophomina phaseolina in
soybean plants. The water stress condition favored the development of the disease,
but it was not an essential factor.

Key-words: Water stress, infection, charcoal rot, soybean crop.
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3.1INTRODUCAO

Dentro das limitacbes que os produtores de soja enfrentam no Brasil,
as doencas se apresentam como uma das principais ameacas a producdo dessa
cultura. Os danos anuais de producao por doencas sdo avaliados em 15% a 20%.
Inimeras doencas sdo descritas como fator limitante da produtividade, sendo que a
importancia econdmica dada a cada uma delas difere de acordo com o0 ano e a
regido, condi¢cdo climatica e inéculo, variando de safra para safra (ZAMBOLIM et al.,
1997; MICHEREFF; PERUCH; ANDRADE, 2005; EMBRAPA, 2013).

No cultivo da soja sédo relatadas mais de quarenta doencas, sendo
treze ocorrentes no sistema radicular da cultura, provindas de patdgenos habitantes
do solo. Dentre essas doencas, destaca-se a podriddo de carvdo da soja, ou
podriddo negra das raizes, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Tass.)
Goid. (ALMEIDA et al., 2001).

No Brasil, foi descrita pela primeira vez infectando plantas de feijao no
Estado de S&o Paulo por Ferreira, Lehman e Almeida (1979). Na regido norte do
Estado do Parana, constatou-se que em anos secos, as cultivares de soja tardias
apresentaram até 50% de perdas na producédo (ALMEIDA et al, 2001).

Macrophomina phaseolina € um fungo endémico de solo, cosmopolita,
de acao polifaga, com alta capacidade de sobrevivéncia quando exposto a
condicdes adversas ao seu desenvolvimento. E comumente encontrado em paises
da América do Norte e do Sul, Africa, Europa e Asia (ATHAYDE SOBRINHO, 2004;
GOMES et al., 2008). O patdogeno é favorecido por condicdes ambientais de altas
temperaturas e estresse hidrico por falta de agua, sendo transmitido de forma eficaz
pelas sementes (ANDRUS, 1938).

A doenca € comumente encontrada nas raizes e colo da planta. De
forma geral, seus sintomas se tornam evidentes apenas no final do ciclo da cultura, o
que torna sua identificacdo complicada devido a se assemelharem ao estado natural
de senescéncia das plantas. Por esta razao a doenca acaba passando despercebida
nas lavouras, agravando a perda do produtor (ALMEIDA et al., 2014).

Dentre as limitadas medidas de manejo dessa doenga que podem ser
empregadas, orienta-se a rotacdo de culturas com certas espécies de gramineas e a
eliminacdo dos restos culturais, ambas medidas objetivam a reducdo do inoculo na
area de cultivo (DHINGRA; SINCLAIR, 1978; ARAUJO et al., 2007). A escolha de
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regides onde se possua regime pluvial definido ou que possuam sistema de irrigacao
também podem ser consideradas medidas eficazes (ARAUJO et al., 2007).

A infeccdo do sistema radicular pode acontecer desde o inicio da
germinacado da semente, mas também em qualquer momento do desenvolvimento
da planta. Plantas intensamente infectadas morrem precocemente em consequéncia
da producao de toxinas do fungo e pelo bloqueio dos vasos condutores (DHINGRA;
SINCLAIR, 1978; NDIAYE, 2007; ISLAM et al., 2012). As plantas que sobrevivem a
infeccdo inicial irdo apresentar amarelecimento sintomatico no momento de
formacao de vagens, parecida a maturacdo normal, fator que pode atrapalhar na
diagnose da doenca (KAUR et al., 2012; ALMEIDA et al., 2014).

Devido a importancia dessa doenca na cultura da soja, o
estabelecimento de uma metodologia adequada a inoculacdo do patégeno, constitui
uma ferramenta a ser utilizada em diversos estudos em relacdo a doenca e seu
hospedeiro, bem como no auxilio de métodos de controle. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes métodos de inoculacdo do fungo

Macrophomina phaseolina em plantas de soja submetidas a estresse hidrico.

3.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condi¢cBes de laboratorio e casa de
vegetacao da Universidade Estadual de Londrina — UEL, em Londrina-PR.

Para dar inicio aos testes foram coletadas hastes e raizes de plantas
de soja apresentando sinais (microesclerédios) do fungo Macrophomina phaseolina,
caracterizando plantas infectadas. As amostras foram coletadas de areas em cultivo
sequencial soja-soja da Fazenda Escola da UEL (Fazesc-UEL).

Apés a coleta, as amostras passaram por processo de assepsia,
através da lavagem em agua corrente, sendo expostas por 60 segundos em alcool
(95%), em seguida por 60 segundos em solucao de hipoclorito de sédio 0,06% e
finalmente lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada. Com o auxilio de
um bisturi, foram retiradas lascas de aproximadamente 1cm da regido do colo das
amostras de soja. Os materiais vegetais foram entdo transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (batata — dextrose - agar) e mantidos em

camara de crescimento (BOD), no escuro, a 28° C por sete dias (Figura 3.1).
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Apbs obter crescimento micelial, o fungo foi repicado para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA acrescido do corante Rosa Bengala.
Posteriormente, o patégeno foi mantido apenas em meio BDA, em camara de

crescimento tipo BOD, no escuro a 28° C (Figura 3.1).

Figura 3.1. Isolamento indireto de Macrophomina phaseolina através de plantas de soja
infectadas e manutencédo do patégeno.

Os tratamentos consistiram em quatro métodos de inoculacdo mais

uma testemunha sem o patdgeno. Os métodos utilizados foram:

e T1:testemunha;

e T2: sementes infectadas;

e T3: palito de dente infestado;

e T4: enterro de discos de meio de cultura contendo micélio do patdgeno;
T5: solo infestado.

Para o tratamento testemunha (T1l) e demais tratamentos, com
excecdao do solo infestado, foi utilizado solo proveniente de mata nativa, sem adicéo
artificial do patégeno.

Para o método das sementes infectadas (T2), placas de Petri contendo
meio de cultura BDA foram repicadas, recebendo um disco micelial do patégeno.
Apos seu crescimento ter tomado a placa (7 dias em incubagdo em estufa a 28°C),
60 sementes de soja sem tratamento ou esterilizagcdo foram dispostas nas placas, as

guais foram mantidas nas mesmas condi¢cdes por 48 horas.



31

Posteriormente a esse periodo, as sementes apresentavam aderidas a
si micélio escuro referente ao patdogeno. Prosseguiu-se entdo a semeadura desse
tratamento.

Para o método de inoculacdo utilizando o palito de dente infestado
(T3), o isolado de M. phaseolina foi previamente repicado para meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) sendo mantido em placa de Petri em estufa tipo B.O.D.
a 28°C por 7 dias até ser utilizada no preparo do inéculo. Para tal, foram utilizadas
apenas as pontas de palitos de dente de madeira (medindo aproximadamente 1,5 a
2cm) as quais foram inseridas de forma vertical em um disco de papel sulfite
portando o mesmo diametro do interior de uma placa de Petri. Os palitos foram
previamente autoclavados e ao serem acondicionados com as pontas para cima nas
placas, foram novamente esterilizados a 121°C em autoclave por 20 minutos.

Em seguida, verteu-se meio de culivo BDA mantendo
aproximadamente 2 mm da extremidade dos palitos em exposicédo. Posteriormente a
solidificacdo do meio de cultura, foram repicados nove discos com estruturas do
fungo (micélio), sendo entdo incubados por sete dias, em estufa tipo BOD a 28°C
para a completa colonizac&o dos palitos.

Para este tratamento apenas, a inoculacdo das plantas de soja ocorreu
aos 20 dias ap6s a semeadura, onde os palitos infestados foram inseridos no
primeiro internddio das plantas.

Para o método de enterro do discos de meio cultura (T4), foram
repicadas duas placas de Petri para cada vaso utilizado no tratamento, totalizando
80 discos. Os mesmos foram transferidos para os vasos apds permanecerem
durante 7 dias em estufa tipo BOD a 28°C para o completo crescimento micelial do
patogeno. Apds esse periodo, os discos foram colocados sobre uma camada de
terra e areia de forma a preencher todo o diametro do vaso, dessa forma, o
crescimento radicular da planta iria de encontro ao disco. Em seguida, os discos
foram cobertos com o restante da mistura de terra e areia (2:1), para que ocorresse
a semeadura.

Para o método de inoculacao utilizando solo infestado (T5), foi coletado
solo infestado proveniente de areas com ocorréncia da doenca sob sistema de
cultivo soja-soja a fim de simular o efeito da ocorréncia natural em campo. Foi
acrescentado areia a mistura na proporcdo de 2:1, e em seguida foi realizada a

semeadura com sementes sadias.
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A cultivar utilizada para o experimento foi a BMX Apollo RR. Os vasos
consistiram da mistura de terra e areia, na propor¢cdo de 2:1, com capacidade de
4kg.

Os tratamentos foram submetidos a estresse hidrico por falta de 4gua,
de forma a favorecer o patdgeno como consta na literatura (ALMEIDA et al., 2014).
Para isso, foi medida a capacidade de campo dos vasos em cada periodo de
estresse, realizando-se medi¢des diarias para que se pudesse repor a quantidade
necessaria de agua para se manter o estresse. O estresse, e por consequéncia a
reposicao de agua, foi determinado a partir da diferenca da pesagem dos vasos de
um dia para o outro, sendo estabelecido que metade dos tratamentos
permaneceriam a 50% da capacidade de campo, enquanto o restante retornaria a
pesagem inicial. Dessa forma, cada tratamento contou com cinco repeticdes
mantidas sob estresse, e cinco repeticbes mantidas em capacidade de campo.

Para garantir que as plantas de soja se mantiveram sob estresse, para
cada periodo de estresse foi realizada uma coleta de discos foliares das plantas que
se mantiveram em capacidade de campo e das plantas mantidas sob estresse
hidrico. Foram coletados quatro discos foliares de cada tratamento sob as condicdes
descritas acima, e, com isso, foi determinado o conteudo relativo de agua na planta,

estabelecido pela equacéo:

_ (MF — MS)

Onde, CRA é o conteudo relativo de agua expresso em porcentagem;
MF é a massa fresca dos discos foliares; MS a massa seca dos discos apos
permanéncia em estufa a 60°C até peso constante, e MT sendo a massa turgida dos
discos que permaneceram submersos em agua destilada por 24h.

O estresse hidrico foi dividido em quatro fases, sendo iniciado aos 27,
45, 60 e 75 dias ap0s a emergéncia, sendo entédo estabelecidos quatro periodos de
estresse com a duracéo de dez dias.

As avaliagdes consistiram na constatacdo da presenca dos sinais do
patogeno (microesclerddios) nas plantas de soja, sendo realizadas ao final do

periodo de estresse.
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Todos os métodos de inoculacdo foram realizados no momento da
semeadura, com excecdo do método do palito. Este ultimo foi realizado 20 dias apos
a semeadura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes e comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, com auxilio do software R (COREL TEAM, 2017).

3.3RESULTADOS E DICUSSAO
A avaliacdo foi feita de forma visual através da presenca dos sinais do

patdgeno (microesclerédios) em cada planta por vaso, totalizando vinte plantas por

tratamento (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Incidéncia de Macrophomina phaseolina em plantas de soja submetidas

a estresse hidrico e em capacidade de campo.

Presenca de microesclerdédios

(%)
Tratamentos . Submetidas ao estresse
Capacidade de Campo o
hidrico
27* 45 60 75 27* 45 60 75
T1 testemunha Ob 45b 100a 100a 50b 75a 100a 100a

T2 semente infectada 40b 50b 100a 100a 60a 75a 100a 100a

T3 palito de madeira
) 60a 80a 100a 100a 80a 100a 100a 100a
infestado

T4 enterro de disco de
85a 100a 100a 100a 85a 100a 100a 100a

micélio
T5 solo infestado 85a 100a 100a 100a 85a 100a 100a 100a
CV (%) 50,4 43.8 0 0 38,1 18,1 0 0

*Periodos de inicio de estresse hidrico: 27, 45, 60 e 75 dias apds a semeadura.
*Porcentagem média de plantas que apresentaram a presenca de microesclerédios.
Letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

De acordo com os resultados obtidos, a partir de 60 dias apés a
semeadura (DAS) nos tratamentos em capacidade de campo, e 45 DAS dos
tratamentos submetidos a estresse hidrico, os tratamentos nao diferiram entre si
estatisticamente. Assim, todos os métodos de inoculacdo foram satisfatorios na
demonstracdo dos sintomas do patdégeno, podendo ser considerado o disco de
micélio e o solo infestado os mais eficientes por terem 85% de plantas infectadas
logo no primeiro periodo de estresse.

Segundo Andrus (1938), Dhingra e Sinclair (1978) e Santos, Athayde e
Dan (1984), para quase todas as espécies hospedeiras de Macrophomina
phaseolina, o fungo é eficientemente transmitido por sementes. Tanto o micélio
quanto os microesclerédios se desenvolvem dentro do tegumento (KUNWAR et al.,
1986). Contudo as sementes, em geral, ndo apresentam sinais de infec¢ao
(ALMEIDA et al., 2014).
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Sementes infectadas exercem um importante papel como fontes de
in6culo primario, podendo ou ndo ocorrer a transmissao dos patdgenos para as
plantulas. Tal processo dependerd de diversos fatores como: quantidade e
localizacdo do patdgeno nas sementes, caracteristicas e relagdo do hospedeiro e
patégeno, e também das condi¢cdes ambientais em que se encontram (GALLI et al.,
2007).

Através das sementes, microrganismos podem ser introduzidos em
areas sem ocorréncias anteriores, onde podem vir a sobreviver ao longo dos anos e
se disseminar na populacdo de plantas, provocando surtos de doencas (OLIVEIRA
et al., 2013). Para M. phaseolina, esse periodo no solo pode atingir até 15 anos
(MEYER; SINCLAIR; KHARE, 1974; PAPAVIZAS, 1977).

Um dos mecanismos de infeccdo de sementes € através do contato
das sementes com o patdgeno, que adere na superficie da semente, podendo ser
transmitido para as plantulas, mesmo estas ndao estando infectadas internamente
(DHINGRA, 2005; ZAMBOLIM, 2005).

Cruciol e Costa (2017) também avaliaram o método de inoculacao pelo
contato direto do patégeno com sementes de soja, sendo estas expostas por
periodos de 48 e 72 horas. Os autores concluiram que o periodo estabelecido
proporcionou o desenvolvimento precoce dos sintomas, sendo entdo um método
eficiente de inoculagéo.

O mesmo também foi observado nos trabalhos realizados por Galli et
al. (2007), com a inoculacéo de Colletotrichum truncatum em sementes de soja pelo
método de contato em meio BDA, onde foi verificado que durante o periodo de 40
horas esse método ocasionou a morte das sementes e plantulas de soja.

Para Silva et al. (2016), o tempo de contato ou exposicdo das
sementes com o patdégeno em estudo é primordial para que se obtenham sementes
com diferentes niveis de inéculo.

Rosa (2006) avaliou a metodologia de exposicdo das sementes de
feijdo guandu a M. phaseolina para selecdo de gendtipos de resisténcia atraves da
escarificacdo das sementes, e constatou que sementes escarificadas em contato
direto com o patdogeno em exposicdo de 48 e 60 horas tiveram a germinacao
reduzida quando comparadas a semente ndo escarificadas, visto que 0 processo

favoreceu a penetracdo do fungo e a morte das mesmas.



36

O presente trabalho confirma os resultados obtidos pelos autores
citados ao obter incidéncia de microesclerodio em 50% das plantas avaliadas desde
0s primeiros estadios de desenvolvimento, dessa forma, pode ser considerado um
método eficaz de inoculagéo.

Medeiros et al. (2015) ao avaliarem o método do palito de dente e o
disco de micélio como forma de inoculacdo de Macrophomina phaseolina e
Rizoctonia solani em meloeiro, observaram que o método do palito foi o mais eficaz
para a cultura no objetivo de identificar fontes de resisténcia aos patégenos. Com
este método, o palito introduz o patégeno no tecido vegetal, o que facilita a infeccéo
e a colonizacao dos tecidos. No presente estudo, o palito foi inserido acima do colo
planta, no primeiro internédio, diferente dos estudos de Medeiros et al. (2015).
Contudo, também apresentou eficacia ha demonstracdo dos sintomas em plantas de
soja.

A adocdo do método do palito tem suas vantagens: uma quantidade
constante de inoculo € inserida estando em contato direto com o tecido do
hospedeiro, o que diminui a possibilidade de contaminagédo por outras espécies de
patégenos, além de ser mais facil o acompanhamento do progresso da doencga
(MEDEIROS, 2013).

Ha também criticas quanto ao método, e a principal é quanto a sua
agressividade. Alguns autores argumentam que a inser¢do do palito no tecido
vegetal causa disruptura da parece celular, a qual pode ser um componente de
resisténcia natural da planta a infeccdo (EDMUNDS; VOIGT; CARASSO, 1964).

Vale ressaltar que o método foi utilizado com sucesso em culturas
como a beterraba (MAHMOUDI; GHASHGHAIE, 2012), sorgo (KAVITHA, 2007),
citros (SIVIERO et al.,, 2002), cenoura (PRYOR; DAVIS; GILBERTSON, 2000), e
feijdo (LEITE JUINIOR, 2001; TOLEDO-SOUZA; COSTA, 2003).

Quanto aos métodos de inoculacdo via solo, Sousa (2016), testou a
inoculagdo de Macrophomina phaseolina. em plantas de feijdo-fava onde observou
que a inoculacao via gréo de arroz infestado e via disco de micélio foram eficientes
na inoculacao artificial do patégeno.

Pires e Beserra Junior (2017) avaliaram a patogenicidade de M.
phaseolina também em feijao-fava utilizando os mesmos métodos de inoculagcéo
mais o0 método do palito de madeira infectado, e obtiveram os mesmos resultados

que o autor anterior.
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No trabalho apresentado, os resultados obtidos indicaram que as
metodologias de inoculacao via solo foram eficientes na manifestacdo dos sintomas
em plantas de soja, com incidéncia de 100% da doenca a partir de 50 dias de
exposicao ao patdgeno.

Segundo Medeiros et al. (2015), as metodologias que utilizam a
infestacdo de solo com M. phaseolina sdo menos agressivas, pois exige que O
patdgeno se estabeleca no solo para entdo realizar a infeccdo, dessa forma, o
aparecimento de sintomas nas plantas é mais lento. Entretanto, assim como nos
estudos realizados por Cruciol e Costa (2017), as metodologias de inoculacéo via
solo testadas no presente trabalho foram eficazes no aparecimento e na rapidez de
desenvolvimento dos sintomas em plantas de soja, consequentemente, demonstram
sua aplicabilidade usando para estudos de selecdo de genoétipos de resisténcia a
doenca de podridédo de carvéao.

A elaboracdo de metodologias de inoculacdo, bem como a sua
padronizacdo e aperfeicoamento, € essencial no estudo das relacbes patdogeno-
hospedeiro visando a identificacdo de fontes de resisténcia ou mesmo reacdes de
suscetibilidade a doenca em questéo (COTA et al., 2010).

Dessa forma, metodologias de inoculacdo sdo fundamentais para o
desenvolvimento de pesquisas referentes a avaliagdo de resisténcia genética e ao
desenvolvimento de métodos de controle (GALLI et al., 2007; CORREA et al., 2008;
GARCIA; JULIATTI, 2012; JUNGES et al., 2015).

Gomes (2014) relata que o fungo M. phaseolina pode infectar plantas
de soja em varios estadios de desenvolvimento e conforme o estagio de crescimento
em que a planta é infectada, varios componentes da produtividade da cultura podem
ser prejudicados.

Diversos relatos vinculam o déficit hidrico a infeccdo por M. phaseolina.
O baixo potencial hidrico eleva a suscetibilidade das plantas ao patdégeno e reduz a
atividade de microrganismos antagonicos (ALMEIDA et al., 2014). Os relatos de
Wrather et al. (2008) apresentam que as diferencas na reducédo do rendimento na
cultura soja provocada pela podriddo de carvao entre os anos foi ocasionada pelas
diferencas de pluviosidade.

A partir do terceiro periodo de estresse, que corresponde a 60 dias

apos a semeadura (DAS), ou seja, atingindo aproximadamente o estadio fenoldgico
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R1 (inicio da floracdo), as plantas de todos os tratamentos apresentaram 0s sinais
do patdgeno e sintomas de murcha.

Os resultados obtidos pela tabela 3.1 também apresentam que mesmo
na auséncia de estresse hidrico, o patégeno foi capaz de infectar as plantas de soja
e demonstrar sintomas, o que leva a crer que o patégeno independe de condi¢cbes
de estresse desde que haja indculo suficiente na area.

A manifestacdo do estresse nas plantas foi acompanhada de forma
visual, através da observacdo dos sintomas de murcha e através do calculo de CRA

(conteudo relativo de agua) (Figuras 3.2 e 3.3).
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Figura 3.2. Conteudo relativo de 4gua (CRA) estimado de plantas de soja em condi¢des de
capacidade de campo aos 27, 45, 60 e 75 dias ap0s a semeadura (DAS).
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Figura 3.3. Conteudo relativo de 4gua (CRA) estimado de plantas de soja em condi¢des de
estresse hidrico aos 27, 45, 60 e 75 dias apds a semeadura (DAS).

Dessa forma, diferenca entre os CRAs das plantas em capacidade de
campo e das plantas mantidas sob estresse comprovam que o estresse por falta de
agua durante desenvolvimento da cultura ndo foi fator condicionante para o

desenvolvimento e estabelecimento da doencga (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Diferenca entre o conteudo relativo de agua (CRA) das plantas em capacidade
de campo e das plantas mantidas sob estresse hidrico aos 27, 45, 60 e 75 dias apds a
semeadura (DAS).

Foi observado no presente trabalho a presenca de murcha em todos os
tratamentos a partir de 60 dias apés a semeadura. Tais resultados podem ser
correlacionados com a tabela 3.1, onde 100% das plantas de soja possuiam a
presenca de microesclerédios a partir de 45 dias ap0s a semeadura.

De acordo com a interpretacao dos resultados, a presenca de murcha
mesmo nos tratamentos mantidos em capacidade de campo pode ser explicado pelo
crescimento micelial do fungo que ocorre durante o florescimento intracelularmente,
através do xilema, formando microesclerddios, que acabam por provocar o bloqueio
dos vasos condutores e a disruptura das células do hospedeiro, inviabilizando o
transporte de agua pela planta, o que, por sua vez, é traduzido no aparecimento dos
sintomas de murcha (MAYEK-PEREZ et al., 2002; KHAN, 2007; KAUR et al., 2012).

A incidéncia e a severidade de M. phaseolina, normalmente, tém sido
associadas a dois fatores: déficit hidrico e temperatura do solo. Relatos de HSI
(1961) e Edmunds (1964), estipularam que a severidade da podridao de carvao na
cultura do sorgo foi mais elevada quando as plantas foram expostas a condicdes de
déficit hidrico. Outros exemplos séao relatados com algoddo (GHAFFAR; ERWIN,
1969) e girassol (BLANCO-LOPEZ; JIMENEZ-DIAZ ,1983).

A ocorréncia de microesclerddios na testemunha pode ser explicada
pelo uso do solo de mata nativa, onde Almeida et al. (2014) relatam que mesmo
sendo encontrado em baixa concentracdo, a presenca de microesclerodios
demonstra que o patégeno € nativo do solo, sendo sua populacdo aumentada apés
a introducdo de monocultivos com espécies hospedeiras.

O mesmo é confirmado pelos relatos de Almeida et al. (2001), onde
descreve que estudos realizados na Embrapa Soja, na safra de 1999, demonstraram
gue esse patdgeno € naturalmente encontrado em solos da mata nativa ou em solos
cultivados.

Os resultados obtidos por este trabalho abrem perspectivas para o

estabelecimento de estratégias de manejo do patégeno.
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3.4CONCLUSOES

Todos o0s métodos de inoculacdo estudados resultaram no
desenvolvimento de Macrophomina phaseolina em plantas de soja.

O solo é fonte natural de in6culo do patdgeno, e quando na presenca
de espécie hospedeira, pode ocorrer o desenvolvimento da doenca.

A condicdo de estresse hidrico favoreceu a ocorréncia da doenca,

contudo nao foi fator essencial em seu desenvolvimento.
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Inibicdo micelial de Macrophomina phaseolina a diferentes fungicidas

RESUMO

A podriddo de carvao ou podriddo negra das raizes, causada por Macrophomina
phaseolina, € uma das doencas radiculares mais comuns na cultura da soja, sem
produto quimico registrado. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
fungitoxidade de diferentes fungicidas no controle de M. phaseolina através da
inibicdo micelial “in vitro”. Os tratamentos consistiram na exposicdo do patdgeno as
seguintes misturas fungicidas: protioconazol + trifloxistrobina + bixafem,
trifloxistrobina + ciproconazol, picoxistrobina + ciproconazol, azoxistrobina +
benzovindiflupir, mancozebe, difenoconazol + ciproconazol, propiconazol +
difenoconazol, epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim. Foram
utilizadas cinco concentrac¢des: 0,01ppm; 0,1ppm; 1,0ppm; 10,0ppm; 100,0ppm do
produto formulado. Para representar a testemunha, foram utilizadas placas de Petri
contendo apenas o patdgeno em meio de cultura BDA, sem adicao de fungicida. A
avaliacdo do crescimento micelial foi realizada com o auxilio de paquimetro,
medindo-se o diametro das colénias no momento em que o crescimento do fungo no
tratamento testemunha atingiu a borda da placa de Petri. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com sete repeticdes e os dados foram ajustados ao
modelo log-logistico. Os calculos foram realizados com o software “R”, pacote “drc”.
As misturas picoxistronina + ciproconazol, azoxistrobina + benzovindiflupir,
epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim foram consideradas
altamente fungitoxicas ao fungo Macrophomina phaseolina. As demais misturas
avaliadas apresentaram moderada fungitoxicidade ao patdgeno. Mais estudos sao
necessarios para avaliar a eficacia de fungicidas no controle da doenca de podridao
de carvao na cultura da soja.

Palavras-chave: Concentracéo efetiva; Produtos fitossanitarios; Controle; Podridao
de carvéao; Glycine max.
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Mycelial inhibition of Macrophomina phaseolina to different fungicides

ABSTRACT

The charcoal rot or black root rot, caused by Macrophomina phaseolina is one of the
most common root diseases in soybean, with no recorded chemical control. The
objective of this work was to evaluate the fungitoxicity of different fungicides in the
control of M. phaseolina through “in vitro” mycelial inhibition. The treatments
consisted in exposing the pathogen to the following fungicial mixtures:
prothioconazole + trifloxystrobin + bixafen, trifloxystrobin + cyproconazole,
picoxystrobin + cyproconazole, azoxystrobin + benzovindiflupyr, mancozeb,
difenoconazole + cyproconazole, propiconazole + difenoconazole, epoxiconazole +
fluxapyroxad + pyraclostrobin and carbendazim. Five concentrations were used:
0.01ppm; 0.1ppm; 1.0ppm; 10.0ppm; 100.0ppm of the formulated product. To
represent the control treatment, Petri dishes containing only the pathogen were used
in PDA culture medium without addition of fungicide. The evaluation of the mycelial
growth was performed with the aid of a pachymeter, measuring the diameter of the
colonies the moment the growth of the fungus in the control treatment reached the
border of the Petri dish. The experimental design was completely randomized, with
seven replicates. The data were adjusted to the log-logistic model. The calculations
were performed with software “R”, package “drc”. The mixtures picoxystrobin +
ciproconazole, azoxystrobin + benzovindiflupir, epoxiconazole + fluxapiroxade +
pyraclostrobin and carbendazin were considered highly fungitoxic to the fungus
Macrophomina phaseolina. The other mixtures evaluated presented moderate
fungitoxicity to the pathogen. Further studies are needed to evaluate the efficacy of
fungicides in the control of charcoal rot disease in soybean.

Key-words: Effective concentration; Phytosanitary products; Control; Charcoal rot;
Glycine max.
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4.1INTRODUCAO

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. € um fungo residente do solo
importante economicamente devido ao amplo nimero de espécies de plantas que
infectam e da dificuldade do seu controle (NASCIMENTO et al., 2014). O fungo
pode infectar raizes, caule, folhas e vagens (SINCLAIR; BACKMAN, 1989; ALMEIDA
et al., 2001). Conhecida por podridao de carvdo ou podriddo negra das raizes, é
uma das doencas radiculares mais comuns na cultura da soja, sendo sua ocorréncia
favorecida por condicbes de estresse hidrico por falta de &gua e temperaturas
elevadas de solo (ALMEIDA et al., 2014).

No Brasil, seu primeiro relato foi atacando raizes de plantas de feijao
em Campinas, Sao Paulo, em 1935 (COELHO NETO, 1994). O patégeno é capaz de
infectar mais de 500 espécies de plantas (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012),
fazendo com que o uso da rotagdo de culturas se torne uma forma inviavel de
controle.

Assim como para outras doencgas, 0 método mais pratico e econémico
para se controlar M. phaseolina em soja seria através do uso de cultivares
resistentes, porém, ndo ha ainda cultivares comerciais resistentes a esse fungo
(PARIS et al., 2006; MENGISTU et al., 2007; MENGISTU et al., 2011; MENGISTU et
al., 2013). Os métodos culturais de controle como a rotacédo de culturas se mostram
invidveis devido a agdo polifaga do fungo (SHORT; WYLLIE; BRISTOW, 1980).
Contudo, a remocao de restos culturais na area de cultivo pode reduzir o inéculo do
patdgeno, bem como a rotacdo com culturas nao hospedeiras (DHINGRA,;
SINCLAIR, 1978; ARAUJO et al., 2007).

A escolha de regides de plantio que possuam regimes pluviais precisos
ou que tenham seu suprimento de agua por irrigacdo também é uma medida eficaz
(ARAUJO et al., 2007).

Solos compactados podem favorecer a ocorréncia da doenca por
delimitarem o crescimento das raizes da planta, uma vez que, ao nao serem
capazes de crescer em profundidade no solo, estdo mais sujeitas a condi¢bes de
estresse hidrico, criando um ambiente favoravel a doenca (ALMEIDA et al., 2014).

No quesito controle quimico, o uso de fungicidas para patégenos
habitantes do solo pode ser ineficiente e dispendioso (KUMAR et al.,, 2015).
Contudo, se faz necessario avaliar a acao e a eficiéncia de produtos fitossanitarios ja
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utilizados na cultura da soja para o controle das demais doencas, visto que o
patdégeno ja esta exposto a uma gama de produtos.

Ainda ndo existem fungicidas registrados para o controle desse fungo
na cultura da soja (AGROFIT, 2018).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
fungitoxidade de diferentes fungicidas no controle de Macrophomina phaseolina,

utilizando o método de inibicdo do crescimento micelial do fungo.

4.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual de Londrina — UEL, em Londrina- PR.

Para a obtencao do isolado de M. phaseolina, foram coletadas plantas
de soja sintomaticas cultivadas no municipio de Londrina-PR. ApOs passar por
processo de assepsia, o fungo foi isolado por meio indireto e mantido em placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) em céamara de
crescimento do tipo BOD, a 28°C no escuro, por sete dias, quando atingiu completo

desenvolvimento.

Figura 4.1. Isolamento de Macrophomina phaseolina em

meio de cultura BDA  (batata-dextrose-agar) e

desenvolvimento completo do patégeno.

Os fungicidas foram utilizados nas seguintes concentracdes: 0,01ppm,
0,1ppm, 1ppm, 10ppm e 100ppm a partir do produto formulado (Tabela 4.1). Uma
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solucdo estoque foi feita na concentracdo de 100ppm para que assim se

prosseguisse com as dilui¢coes.

Tabela 4.1. Fungicidas avaliados quanto a fungitoxidade no controle “in vitro" de
Macrophomina phaseolina.

Produto _ ) _ Concentracéao do
Fabricante Ingrediente Ativo ) _ )
Formulado ingrediente ativo*
Cypress® Syngenta Difenoconazol + Ciproconazol 250 + 150g/L
Score Flexi® Syngenta Propiconazol + Difenoconazol 250 + 2509g/L
Sphere Max® Bayer Trifloxistrobina + Ciproconazol 375 + 160g/L
Aproach® Prima DuPont Picoxistrobina + Ciproconazol 200 + 80g/L
Protioconazol + Trifloxistrobina +
Fox® Xpro Bayer . 175 + 150 + 125¢g/L
Bixafem
Elatus® Syngenta Azoxistrobina + Benzovindiflupir 300 + 150g/kg
Unizeb Gold® UPL Mancozebe 750g/kg
_ Epoxiconazol + Fluxapiroxade +
Ativum® Basf . _ 50 + 50 + 81g/L
Piraclostrobina
Carbendazim® Nortox Carbendazim 5009g/L

*Concentra¢gBes encontradas na recomendacdo das respectivas bulas.

As solucdes de fungicidas foram incorporadas ao meio de cultura BDA
na temperatura de 50°C, aproximadamente. Para representar a testemunha, foram
utilizadas placas de Petri contendo apenas o patégeno e o meio de cultura sem
adicdo de fungicidas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com dez tratamento e sete repeti¢cdes, sendo cada placa considerada uma repeticao.

A avaliacdo ocorreu em uma Unica etapa, no momento em que a
testemunha apresentou crescimento completo na placa. Para isso, foi avaliado o
crescimento micelial do fungo com o auxilio de um paquimetro, medindo-se o
diametro das colénias no momento em que o tratamento testemunha atingiu a borda
da placa de Petri. A inibicdo do crescimento micelial foi calculada de acordo com a
equacao:

_ DT — DP

CI
DT

* 100
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Onde: DT & a média dos diametros de cada testemunha e DP é a
média dos diametros de cada parcela dos tratamentos com fungicidas.

A sensibilidade de um patdgeno a um determinado fungicida € medida
baseado no Clso, ou seja, na concentragdo do fungicida que inibe 50% da
germinacdo de esporos ou do seu crescimento micelial (REIS; REIS; CARMONA,
2010). O valor obtido pela Clso € usado para comparar o poder dos fungicidas no
controle de um fungo especifico, identificando o mais eficiente. Quanto menor o Clso,
maior a toxicidade do produto quimico (BRENT; HOLLOMON, 1988).

A concentracdo efetiva dos fungicidas para inibicdo de 50% do
crescimento micelial do fungo Macrophomina phaseolina foi determinada a partir do
ajuste dos dados ao modelo log-logistico. O ajuste utilizado foi o log-logistico com

trés parametros e limite inferior igual a zero. A equacao é:

d—0

fx)=0+ 1+ exp(b(log(x) - IOg(e)))

Os célculos foram realizados através do software “R”, pacote “drc”.
4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar dos produtos testados ndo serem recomendados para
tratamento de sementes para Macrophomina phaseolina, 0s mesmos sao
recomendados para o controle de diversas doengas que ocorrem na cultura na soja,
dentre elas, a ferrugem asiatica da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi. Dessa
forma, o patdgeno esta sujeito a exposicdo desses produtos mesmo ndo sendo o
alvo de sua aplicacdo, sendo necesséria a avaliacdo de sua eficacia no controle da
podridao de carvao.

O tratamento testemunha apresentou crescimento micelial completo
com 7 dias de incubacdo no escuro em camara de crescimento, com temperatura
controlada a 28°C. Com isso foram realizadas duas medi¢cbes perpendiculares do
crescimento micelial do patégeno, e obtida a porcentagem de controle (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Porcentagem de controle de Macrophomina phaseolina obtida a partir da
exposicao a diferentes doses de fungicidas a partir do produto formulado.

_ _ Porcentagem de controle de acordo com a dose do
Ingrediente Ativo
produto formulado (%)
(Produto Formulado)

0,01ppm O,1ppm 1ppm 10ppm 100ppm
Protioconazol + Trifloxistrobina + Bixafem
(Fox® Xpro)
Trifloxistrobina + Ciproconazol
(Sphere Max®)

Picoxistrobina + Ciproconazol

20,6¢ 429b 66,3b 79,3b 85,7c

31,0a 45,1b 44,9d 62,8d 100a

) 5,8d 35,6c 52,8c 54,0e 60,6e
(Aproach® Prima)

Azoxistrobina + Benzovindiflupir
(Elatus®)
Mancozebe
(Unizeb Gold®)

Difenoconazol + Ciproconazol

15,3c 37,3c 519c 73,6¢c 91,6b

Oe of 8,4f  63,4d 100a

6,9d 20,0d 37,2e 62,3e 79,1d

(Cypress®)
Propiconazol + Difenoconazol
_ Oe 16,0e 42,7d 80,6b 96,2b
(Score Flexi®)
Epoxiconazol + Fluxapiroxade +
Piraclostrobina 26,7b 51,4a 73,3a 81,8b 100a

(Ativum®)

Carbendazim
(Carbendazim®) 1,5e 522a 75,0a 100a 100a
arbendazim

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados obtidos, a combinagdo de epoxiconazol +
fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim apresentaram a melhor porcentagem
de controle, proporcionando aproximadamente 50% de reducdo do crescimento do
patégeno até 0,1ppm do produto formulado. Vale ressaltar que apenas as misturas
de trifloxistrobina + ciproconazol, mancozebe, epoxiconazol + fluxapiroxade +
piraclostrobina e carbendazim, em alta concentracdo, foram capazes de inibir 100%

do crescimento micelial de Macrophomina phaseolina.
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N&o ha registro de produto formulado ou molécula quimica que seja
recomendada para doenca na soja. Contudo, ha o registro de substancias do grupo
dos triazois, fenilpirrois, dimetilditiocarbamatos e carboxanilidas utilizadas no
tratamento de sementes na cultura do feijao (AGROFIT, 2018).

O monitoramento da sensibilidade de um fungo a fungicidas é
importante para maximizar sua eficiéncia de controle. O Clso é especifico e
constante para um agente quimico especifico e para um patégeno em particular. A
substancia é fungicida em baixa concentracdo, e um valor de Clso baixo representa
alta acado fungicida ou alto poder fungicida (REIS; REIS; FORCELINI, 2007).

Uma substancia € considerada fungitoxica quando em baixas
concentracfes possui acdo tdxica aos fungos. Entretanto, tal capacidade ndo é dada
somente devido ao ingrediente ativo, mas também é dependente das caracteristicas
fisioldgicas e genéticas de cada fungo. Ademais, a toxidez de um a substancia a um
determinado fungo pode ser temporaria em razao da manifestacao de resisténcia por
parte do patbgeno em questdo (REIS; REIS; CARMONA, 2010). Se um fungicida
ndo exerce nenhuma acdo de fungitoxicidade sobre o fungo, ele é considerado
insensivel (REIS; REIS; FORCELINI, 2007).

De acordo com a classificacdo de fungitoxicidade proposta por
Edgington, Khew e Barron (1971), substancias altamente fungitoxicas sao aquelas
que apresentam Clso menor do que 1mg. L* ou 1ppm, moderadamente fungitéxicas
quando apresentam Clso entre 1 e 50 mg. L (1 e 50ppm) e ndo téxicas as
substancias que apresentam Clso maior do que 50 mg. L.

Dessa forma, conforme os resultados obtidos por este trabalho, as
misturas  picoxistrobina + ciproconazol, azoxistrobina + benzovindiflupir,
epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim foram consideradas
altamente fungitoxicas ao fungo Macrophomina phaseolina, atingindo a Clso na
concentracéo de 0,7ppm, 0,89ppm, 0,14ppm e 0,12ppm, respectivamente. Enquanto
as demais misturas podem ser classificadas como moderadamente fungitoxicas por
apresentarem inibicdo de 50% do crescimento micelial do patdgeno entre as

concentracdes de 1 e 50ppm (Figuras 4.2 a 4.11).
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Figura 4.2. Concentracdo em ppm de Fox® XPRO ao atingir a concentraco inibitéria de
50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.3. Concentracio em ppm de Sphere Max® ao atingir a concentracéo inibitéria de

50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.4. Concentracdo em ppm de Aproach® Prima ao atingir a concentragéo inibitéria de
50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.5. Concentracéo em ppm de Elatus® ao atingir a concentracao inibitéria de 50% do
crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.6. Concentracdo em ppm de Unizeb Gold® ao atingir a concentracao inibitéria de
50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.7. Concentracdo em ppm de Cypress® ao atingir a concentracao inibitéria de 50%
do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.8. Concentracdo em ppm de Score Flexi® ao atingir a concentracgéo inibitéria de
50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.9. Concentracdo em ppm de Ativum® ao atingir a concentracao inibitoria de 50% do
crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.10. Concentracdo em ppm de Carbendazim® ao atingir a concentrag&o inibitéria de
50% do crescimento micelial “in vitro” de Macrophomina phaseolina.
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Figura 4.11. Inibigéo “in vitro” de 50% do crescimento micelial de Macrophomina phaseolina
na presenca de diferentes concentracdes de fungicidas.
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Ao correlacionar as porcentagens de controle dos produtos formulados
com a concentragcdo encontrada em suas respectivas bulas, pode-se analisar qual
recomendacdo atual seria suficiente para controlar a doenca causada por M.

phaseolina na cultura da soja (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Concentracdo dos produtos formulados em relacéo a dose e ao volume
de calda recomendados pelos fabricantes.

Concentracdo na menor Concentracdo na maior Concentragio

dose recomendadal dose recomendada necessaria
Produto Formulado
(ppm) (ppm) encontrada*
<V(Cz2 >V C3 <VC >VC
FOX® Xpro 5714 2667 7142 3333 1,06
Sphere Max® 750 1000 2,08
Aproach® Prima 3000 1500 0,7
Elatus® 750 1500 0,89
Unizeb Gold® 7500 5000 1500 1000 6,92
Cypress® 1000 1500 3,12
Score Flexi® 1000 500 1,38
Ativum® 8000 4000 10000 5000 0,14
Carbendazim® 5000 2500 0,12

1 Concentracao de dose recomendada a partir da bula do produto formulado.
2 <VC: menor volume de calda indicado na bula do produto formulado.

3 >VC: maior volume de calda indicado na bula do produto formulado.

4 Agindo diretamente sobre o alvo.

A tabela 4.3 traz uma estimativa da concentracdo dos produtos
formulados aplicadas em campo de acordo com o recomendado pela bula,
relacionando maior e menor dose recomendada nos maiores e menores volumes de
calda.

O gue se observa é que a concentracado de uma aplicacado baseada na
recomendacdo do produto é muitas vezes maior que 0 necessario para controlar a
doenca segundo os dados de concentragdo encontrados por este trabalho. Contudo,
varios sdo os fatores que podem influenciar a chegada do produto até o alvo.
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Considerando que o presente trabalho resultou em novas
possibilidades de produtos quimicos para controle de M. phaseolina, ha a
necessidade de se definir a melhor estratégia de aplicacao.

Estudos realizados por Roman et al. (2009), Nascimento et al. (2013) e
Z0rzo (2015) ao analisarem os fatores que influenciam a aplicacédo de fungicidas via
pulverizacdo terrestre, descreveram porcentagens de cobertura vegetal de 8, 17 e
2%, respectivamente. Dessa forma, o que se aplica no campo, de acordo com a
recomendac¢édo do produto formulado, ndo € o que chega até o alvo.

Cunha, Juliatti e Reis (2014) afirmam que a uniformidade de
distribuicdo de um volume calda é baixa quando avaliada ao longo do dossel da
planta de soja e que se faz necesséaria a busca por estratégias que visem a
otimizagcdo da deposicdo de fungicidas. E preciso buscar estratégias que
incrementem a deposicgéo, principalmente na parte inferior da cultura.

Villalba et al. (2009), estudando a deposi¢cdo em cultivares de soja no
estagio R1 para controle da ferrugem asiatica da soja, encontraram depdsitos na
regido apical quase trés vezes superiores aos da regiao basal.

De acordo com tais relatos, e pelo fato de M. phaseolina se tratar de
um fungo de solo com estruturas de resisténcia, cujos sintomas se manifestam
primariamente em raizes e no colo da planta, a quantidade de fungicida que chega
até as partes mais baixas da planta néo € o suficiente para expressar controle.

Dessa forma, o tratamento de sementes € supostamente o metodo
mais eficiente para controlar este patdégeno no campo. O mesmo € relatado por
Coutinho et al. (2012) com a ocorréncia de M. phaseolina em mamoneira, onde
descreve que o tratamento quimico das sementes protegeria a planta nos estagios
iniciais de seu desenvolvimento.

Com os resultados obtidos, had a possibilidade de se empregar os
produtos testados no tratamento de sementes de soja para avaliagdo de eficiéncia
de controle.

Nos estudos de Navi, Rajasab e Yang (2016), ao avaliarem fungicidas
comerciais no controle de diversos patdégenos residentes no solo que atacam a
cultura da soja, a molécula fungicida picoxistrobina foi utilizada como possivel
agente de controle a M. phaseolina, contudo sem sucesso. No presente estudo,
picoxistrobina esteve presente na mistura com ciproconazol, atingindo porém,

resposta satisfatoria ao se obter a concentracdo de 0,7ppm para inibir 50% do
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crescimento micelial do patdgeno, sendo entdo classificada como altamente
fungitoxica.

Segundo Panizzi (1988), o fungicida mais eficiente € o benomyl, que
possui a capacidade de controlar M. phaseolina tanto externa como internamente
nas sementes. Benomyl € um composto do grupo dos benzimidazois, do qual
também pertence o carbendazim (BRAGA et al., 2003).

Nos estudos in vitro de Tonin et al. (2013), o uso de carbendazim na
concentracéo de 0,23ppm foi suficiente para inibir 50% do crescimento micelial de M.
phaseolina, se apresentando como uma alternativa viavel no controle de doencas
radiculares. O presente trabalho traz como resultado para o carbendazim a
concentracédo de 0,12ppm, sendo entdo condizente com o encontrado pelos autores
acima citados.

Poucos estudos relatam a sensibilidade desse fungo a fungicidas.
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4.4CONCLUSOES

As misturas picoxistrobina + ciproconazol, azoxistrobina +
benzovindiflupir, epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim foram
consideradas altamente fungitoxicas ao fungo Macrophomina phaseolina.

As demais misturas avaliadas apresentaram moderada fungitoxicidade
ao patégeno.

Mais estudos sao necessarios para avaliar a eficicia de fungicidas no

controle da doenca de podridado de carvao na cultura da soja.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as doencas radiculares que atacam a cultura da soja, a
podridado de carvédo causada por Macrophomina phaseolina merece destaque devido
a sua ampla gama de hospedeiros, sobrevivéncia no solo e dificuldade de controle.
O fungo ainda possui diversos aspectos a serem esclarecidos e estudados. Por ser
polifago e habitante de solo dificulta a reproducéo exata de ensaios cientificos, bem
como a definicdo de um método de controle eficiente.

A presente pesquisa aponta que para estudos em casa de vegetacao
0s métodos de inoculacdo que envolvam a infestacdo do solo sdo os mais eficazes
na reprodutibilidade de sintomas. Informacfes atualizadas e precisas auxiliam na
definicdo de estratégias de controle ou mesmo redugdo do inéculo na area de
cultivo, além de serem ferramentas essenciais em testes de selecdo de gendtipos
para resisténcia genética ao patdégeno.

S&o poucas as culturas que contam com o0 registro de produtos
quimicos para o controle da podriddo de carvdo, se fazendo necessério futuras
avaliacbes de sensibilidade as moléculas fungicidas encontradas no cenario
agricola.

Para a cultura da soja em si, a avaliacdo dos fungicidas recomendados
e aplicados no controle de outras doengas, como por exemplo da ferrugem asiatica
da soja, ha a possibilidade de controle devido a exposicdo do patdégeno a essas
moléculas. Dito isto, o estudo realizado demonstra que 0s principios ativos em
misturas ou isolados picoxistrobina + ciproconazol, azoxistrobina + benzovindiflupir,
epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina e carbendazim sao classificados
como altamente toxicos ao patdgeno, o que traz viabilidade num possivel manejo
quimico para M. phaseolina na cultura.

Poucos trabalhos relatam a sensibilidade desse fungo aos fungicidas,

portanto, mais estudos ainda sdo necessarios.
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