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A soja (Glycine max), espécie de grande importincia econdmica, tem como centro de
origem o continente asidtico, mais precisamente a regido da China antiga, sendo cultivada
desde 2838 a.C. Uma das doengas que tem merecido atencdo dos fitopatologistas e
melhoristas é a podriddo vermelha da raiz (PVR), causada pelo fungo Fusarium solani f. sp.
glycines, atualmente denominado Fusarium tucuminae. Observada pela primeira vez no Brasil
na safra 1981/82 em S@o Gotardo - MG, tem apresentado crescente aumento de incidéncia e
severidade desde sua constatacdo. Estima-se que mais de 2 milhdes de hectares estejam
infestados (YORINORI,2000), sendo o uso de cultivares resistentes a melhor expectativa de
controle da PVR e de convivéncia com o patégeno causador da doenca. Nas raizes, o sintoma
primério de infeccdo da doenca é uma mancha avermelhada, mais visivel na raiz principal,
geralmente localizada um a dois centimetros abaixo do nivel do solo. Essa mancha se
expande, circunda a raiz e passa da coloracdo vermelho-arroxeada para castanho-avermelhada
a quase negra (YORINORI et al., 1993). Na parte aérea, o amarelecimento prematuro das
folhas e, com maior freqiiéncia, uma acentuada necrose entre as nervuras das folhas, resulta
no sintoma conhecido como “folha carij6” (ALMEIDA et al., 1997). Além disso, infeccio
severa durante o florescimento e formacdo de vagens, geralmente resulta no aborto das flores
e das vagens (HIRREL,1983; RUPE, 1989; RUPE et al., 1989; ROY et al., 1991). As perdas
em termos de rendimento de grios, basicamente, sdo devidas a redu¢do no nimero de vagens
com sementes e no peso das sementes (NJITI et al., 1998; GASPERI, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi o estudar diferentes metodologias de inoculacdo
para a avaliacdo da reac@o de resisténcia de genétipos de soja a F. solani f. sp. glycines no
outono/inverno de 2006. O isolado SDS-5 de F. solani f. sp. glycines foi cedido pelo Dr.
Natal Antonio Vello, do Departamento de Genética e Melhoramento de Plantas,
ESALQ/USP/Piracicaba considerado o mais patogénico ja coletado no Brasil pela equipe do
CNPSoja/Embrapa (FRONZA, 2003). Foram avaliados os seguintes métodos de inoculagdo do
patégeno:

® Método do palito de dente: foi introduzido o palito de dente colonizado no centro
do hipocétilo, cerca de 1,5 cm abaixo do nd cotiledonar, tomando-se cuidado de ndo
atravessi-lo totalmente.

® Método do disco de colonia: neste caso a inoculacgio foi realizada de trés formas:
1-) no momento da semeadura, onde no fundo de cada cova (+ 3cm de profundidade) foram
colocados cinco discos colonizados com o patégeno. Estes foram cobertos com uma camada
de terra de cerca de 1 cm e, em seguida, foram colocadas as sementes de soja, que também
foram cobertas com solo. Desta forma, os discos de coldnia do patégeno ficaram 1 cm abaixo
das sementes de soja, evitando-se o contato direto destas com o indculo, 2-) apds a
emergéncia da plantula e o encharcamento do solo, foram pressionados dois discos de coldnia
(a cerca de lcm de profundidade), com o auxilio de um bastio de vidro, junto a regido do colo
de cada planta e em posic¢do oposta, 3-) cinco discos de coldnia foram colocados no fundo da
cova e 13 dias apds a emergéncia das plantas foi feita a inoculacdo com dois discos de
coldnia. Este ultimo método associa os primeiro e o segundo métodos descritos anteriormente.

® Método de graos de sorgo colonizados com o patogeno: foram colocados graos
de sorgo colonizados com o patégeno seguindo-se a metodologia descrita no método de disco.
Além deste, testou-se a mistura de graos de sorgo colonizados ao solo.



® Método dos graos de aveia colonizados com o patégeno: a inoculagdo foi
efetuada somente com aveia colonizada misturada com terra.

Para o método de inoculagdo com palito de dente colonizado com o patégeno, os
palitos primeiro foram afiados, lavados, autoclavados e dispostos em circulo na placa de Petri
no meio BDA simultaneamente a repicagem do patdgeno. Apds a repicagem do patdgeno as
placas foram incubadas a temperatura de 28°C, por cerca de 15 dias antes da inoculacdo, para
promover o desenvolvimento do patégeno. Para o cultivo em grios de aveia e de sorgo, discos
de coldnia de F. solani f. sp. glycines em BDA, foram parte transferidos para meio de graos
de sorgo e parte para o meio de graos de aveia. Foram utilizados erlenmeyers de 250ml, onde
foram colocados cerca de 100 cm’ de grdos de sorgo ou grdos de aveia previamente
embebidos em dgua. A embebicdo foi efetuada por uma noite (cerca de 12 horas). No dia
seguinte, a dgua restante foi eliminada e os frascos contendo as sementes embebidas foram
autoclavados duas vezes, durante 20 minutos a 120°C, com intervalo de 24 horas. Apds o
resfriamento, para cada erlenmeyer foram transferidos 15 discos, de Smm de didmetro, de
colonias do fungo mantidos em BDA. Em seguida, foram adicionados 10mL de &4gua
destilada esterilizada para promover um melhor espalhamento dos esporos e micélio e o
umedecimento dos grios de sorgo. Para promover o crescimento uniforme do micélio do
fungo em torno dos graos de sorgo e para manter os griaos soltos, os frascos foram agitados
periodicamente, conforme necessario (diariamente ou a cada dois a trés dias). Os erlenmeyers
foram incubados a 24 °C e fotoperiodo de 12 horas. A inoculagdo foi efetuada na cultivar
suscetivel, FT-Cristalina, na época outono/inverno 2006.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 9 tratamentos € cinco
repeti¢des, sendo a parcela experimental constituida por um vaso com cinco plantas. Foram
efetuadas duas avaliagdes, sendo a primeira aos quinze dias e a segunda aos 30 dias apds a
inoculagdo. Foi utilizada a escala de notas baseada na severidade dos sintomas foliares (SSF)
onde l=auséncia de sintomas foliares visiveis; 2=leve desenvolvimento dos sintomas, com
clorose em mosaico, e deformagdo ou encarquilhamento dos foliolos; 3=moderado
desenvolvimento dos sintomas, com clorose internerval e necrose na borda dos foliolos;
4=elevado desenvolvimento dos sintomas, com clorose e necrose internerval (até 50% de area
foliar afetada por necrose); S=severo desenvolvimento dos sintomas, com clorose e necrose
internerval e/ou plantas mortas ou severa restricio no desenvolvimento das plantas (51 a
100% de area foliar afetada por necrose). Além da avaliacdo através da escala de notas, aos 30
dias ap6s a inoculagcdo foram avaliadas as reacdes de plantulas através da contagem de
plantulas sadias (plantula sem sintoma ou com necrose ao redor do palito, mas com
desenvolvimento normal), plantulas infectadas PI (plantula com necrose ao redor do palito,
acompanhada de clorose, murcha ou necrose de uma ou mais folhas e com leve reducdo do
desenvolvimento da parte aérea), PI”’(plantulas infectadas com necrose ou avermelhamento ao
redor do palito (método do palito de dente) ou avermelhamento na base da haste principal
(outros métodos de grios e discos), mas com desenvolvimento normal) e plantulas mortas
PM (plantula morta ou severamente afetada, com redug¢do do desenvolvimento, clorose ou
necrose entre as nervuras das folhas superiores). O critério de separacdao das reacdes dos
tratamentos € baseado na porcentagem de plantulas mortas (%PM). Duas plantulas infectadas
sdo consideradas equivalentes a uma plantula morta (2PI = 1PM). O célculo da porcentagem
de plantulas mortas (%PM) ¢é feito utilizando-se a seguinte formula: %PM=
[((PM+(P1/2)+(PI’/4)) x 100] onde: PM = nimero de plantulas mortas; PI = ndmero de
plantulas infectadas; PI”= plantulas infectadas com necrose ou avermelhamento ao redor do
palito (método do palito de dente) ou avermelhamento na base da haste principal (outros
métodos de grios e discos), mas com desenvolvimento normal; TP = total de plantulas
inoculadas. A reacdo dos tratamentos € discriminada em cinco categorias, conforme a
porcentagem de plantulas mortas (%PM), de acordo com o seguinte critério: R = Resistente:



0% a 25%PM; MR = Moderadamente Resistente: 26% a 50%PM; MS = Moderadamente
Suscetivel: 51% a 75%PM; S = Suscetivel: 76%a 90%PM; AS = Altamente Suscetivel: acima
de 90%PM. Também foram avaliadas as alturas das plantas, o comprimento da lesdo externa,
e da lesdo interna da haste, com auxilio de uma régua graduada. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Média"" da severidade dos sintomas foliares® (SSF) da podridao vermelha da raiz
(Fusarium solani f. sp. glycines) obtidos na variedade FT-Cristalina de soja
inoculada com diferentes métodos no inverno 2006, em condi¢des de casa de
vegetacdo, de alturas de plantas, comprimento da lesdo externa (L.E), comprimento
da lesdo interna (L.I) na haste ¢ de porcentagem de plantulas mortas (%PM)® nas
plantulas inoculadas com Fusarium solani f. sp. glycines em casa de vegetagao.

Tratamentos” L.E L.I ALTURA % PM Reagﬁo@ SS.F -
(cm) (cm) (cm) Avaliacio
DC-1 0.06 B® 054 B 10200A 6 B R 120 A
DC-2 0.14 B 024 B 100.72A 19 B R 1.08 A
DC-3 072 B 562 B 9852 A 14 B R 1.40 A
GS-1 1.00 B 1.34 B 84.12 AB 26 AB MR 2.16 A
GS-2 122 B 1.84 B 9856 A 18.80 B R 1.68 A
GS-3 538 B 476 B 58.34 BC 3 AB MR 2.84 A
GS-T 1.82 B 2.84 B 73.06 AB 11 B R 128 A
GA-T 3.08 B 10.26 AB 56.16 BC 36 AB MR 264 A
PD 1842 A 2330A 2798 C 60.00 A MS 2.84 A
CV % 110.12 117.88 20.95 68.22 44.63
Teste F 11.18 **  6.08 **  12.65 ** 3.67 **

(1) Médias de 5 repetigdes.

(2) Severidade dos sintomas foliares (escala de Hartman et al., 1997 e modificada por Fronza, 2003).

(3) % PM = (PM + PI/2 + PI"’/4 )100 /TP, onde PM € o numero de plantulas mortas, PI € o numero de plantulas infectadas, PS é o numero de
plantulas sadias. (YORINORI 2000).

(4) DC-1=disco de coldonia no momento da semeadura; DC-2= disco de coldnia apds a emergéncia; DC-3 = disco de colénia no momento da
semeadura e apds a emergéncia; GS-1 = grios de sorgo no momento da semeadura; GS-2= graos de sorgo apés a emergéncia; GS-3= graos
de sorgo no momento da semeadura e apds a emergéncia; GS-T= graos de sorgo misturado com terra; GA-T= grdos de aveia misturado com
terra e PD= palito de dente.

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

(6) R= resistente: 0-25% PM, MR = moderadamente resistente: 26 —50°% PM, MS= moderadamente suscetivel: 51-75 % e S= suscetivel: 76-
90%, AS= altamente suscetivel: acima de 90% PM (YORINORI,1996)

Os resultados de severidade dos sintomas foliares (SSF) ndo apresentaram diferengas
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade na 5* avaliacdo entre os métodos
avaliados.Entretanto o método do palito de dente e o método do grdo de sorgo inoculado na
semeadura e apds a emergéncia induziram a maiores severidades. Observa-se que no método
do palito de dente obteve-se uma maior lesdo externa e interna diferindo significativamente
ao teste de Tukey a 5% de probabilidade dos demais tratamentos que ndo se diferiram entre si.
Os tratamentos DC-1, DC-2, DC-3, GS-1, GS-2 e GS-T apresentaram maiores alturas das
plantas diferindo significativamente dos demais tratamentos. A menor altura de plantas foi
observada no método do PD e que ndo diferiu significativamente dos tratamentos GS-3 e

GAT.Em relaciio a porcentagem de plantulas mortas(%PM) e reaco dos tratamentos 2 F.
solani f. sp. glycines a maior média ocorreu no tratamento PD, obtivendo reacdo
moderadamente suscetivel (60% PM), e em seguida em ordem decrescente de % PM seguem
os tratamentos: GS-3, GA-T, GS-1. Com reacdo de moderada resisténcia e a de resisténcia
apresentaram os tratamentos GS-1,GS-3 GA-T, DC-2, GS-2, DC-3, GS-T e DC-1.
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