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RESUMO

SILVA, IARA GUIMARAES. Instituto Federal Goiano-Campus Rio Verde- GO, agosto
de 2021. Distribui¢do populacional de patégenos radiculares e bioindicadores de
qualidade de solo. Orientador: Dr. Alaerson Maia Geraldine, coorientador: Dr. Eugenio
Miranda Sperandio e Leonardo de Castro Santos.

RESUMO - Fusarium oxysporum, Fusarium  solani, Rhizoctonia solani e
Macrophomina phaseolina sdo doencas vinculadas pelo solo. Estudos relacionados a
distribuicdo geogréfica desses fungos auxiliam na predicdo de possiveis epidemias. No
estado de Goias, estudos dessa natureza sdo extremamente restritos. Objetivou-se
conhecer a dindamica populacional desses microrganismos e sua relacdo com enzimas
indicadoras da qualidade do solo em municipios produtores de soja no estado de Goias,
sendo avaliados 23 municipios selecionados em funcdo de metanalise avaliando a
producdo de grdos durante a safra 2020/21. Foram coletadas 127 amostras para
quantificacdo das populacdes de Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani e Macrophomina phaseolina e 70 foram avaliadas a atividade enzimatica de
arilsulfatase, fosfatase acida e beta-glicosidase. Para as 70 amostras avaliadas quanto
atividade enzimatica e a quantificacdo populacional foi realizada anélise de componentes
principais. Com base nos valores de populacbes encontrados, as amostras foram
agrupadas e gerada uma tabela que apresenta o risco de ocorréncia de cada doenca, sendo
que F. solani e F. oxysporum e R. solani foram tratadas como fator de ocorréncia
conjuntas. A andlise de componentes principais demonstrou interacdo entre beta-
glicosidase e Fusarium. De acordo com o observado os solos ndo desempenham seu
maximo potencial produtivo, devido ao desequilibrio na microbiota aferido pela atividade

enzimatica e incidéncia de patogenos.

PALAVRAS-CHAVES: Atividade, microesclerddio, fator de risco.
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ABSTRACT

SILVA, IARA GUIMARAES. Instituto Federal Goiano-Campus Rio Verde-GO, agosto
de 2021. Distribui¢do populacional de patégenos radiculares e bioindicadores de
qualidade de solo. Orientador: Dr. Alaerson Maia Geraldine, coorientador: Dr. Eugenio
Miranda Sperandio e Leonardo de Castro Santos.

Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani and Macrophomina
phaseolina are soil-related diseases. Studies related to the geographic distribution of these
fungi help to predict possible epidemics. In the state of Goias, studies of this nature are
extremely restricted. The objective was to understand the population dynamics of these
microorganisms and their relationship with enzymes that indicate soil quality in soybean
producing municipalities in the state of Goias. 23 selected municipalities were evaluated
based on a meta-analysis evaluating grain production during the 2020/21 harvest. 127
samples were collected to quantify the populations of Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina and 70 were evaluated for
enzymatic activity of arylsulfatase, acid phosphatase and beta-glucosidase. For the 70
samples evaluated for enzymatic activity and population quantification, principal
component analysis was performed. Based on the population values found, the samples
were grouped and a table was generated showing the risk of occurrence of each disease,
with F. solani and F. oxysporum and R. solani being treated as a joint occurrence factor.
Principal component analysis showed an interaction between beta-glucosidase and
Fusarium. According to what was observed, the soils do not perform their maximum
productive potential, due to the imbalance in the microbiota measured by the enzymatic
activity and the incidence of pathogens.

KEY WORDS: Activity, microsclerotia, risk factor.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. PATOGENOS CAUSADORES DE PODRIDAO RADICULAR

Os patogenos causadores de podriddo radicular ocorrem de maneira generalizada,
em todo o mundo e em grande gama de hospedeiros (BODAH, 2017). O sintoma de
podriddo da raiz da soja pode ser desencadeado por diversos patdgenos como Fusarium
solani (COSTA et al., 2016), Fusarium oxysporum (DIAZ ARIAS et al., 2013),
Rhizoctonia solani (AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018) e Macrophomina
phaseolina (COSER et al., 2017). Podendo ocorrer dentro de um complexo, ou seja, em
conjunto com outros patégenos ou de maneira isolada.

F. solani, F. oxysporum, R. solani e M. phaseolina sdo particularmente mais
complexos, em fungdo de suas estruturas de sobrevivéncia. Essas estruturas podem
permanecer vidveis no solo por varios anos e sdo de dificil deteccdo, tornando obscurecida
as variaveis que controlam os processos de infec¢cdo e de epidemias (JIMENEZ, 2011).
O progresso da doenga bem como a severidade, sofrem grande influéncia das interacdes
entre o0 ambiente, hospedeiro e patégeno (BODAH, 2017).

A podridao do carvao causada por Macrophomina phaseolina pertence ao filo
Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae (Mycobank, 2021). Esse fungo possui micélio
uninucleado, contudo, as células da extremidade do miceélio sejam multinucleadas (knox-
davies 1967). Existe ainda a producdo de picnidios marrom escuro, de maneira agregada
ou solitaria (HOLLIDAY, PUNITHALINGAN, 1970). Os conidios sdo hialinos, formato
podendo ser oval a elipsoide (HOLLIDAY, PUNITHALINGAN, 1970).

A principal forma de sobrevivéncia do patégeno M. phaseolina é de

microesclerodio. Os microesclerodios sao estruturas negras e lisas, medindo a cerca de
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100 pm de didmetro (KOLLIDAY, PUNITHALINGAN, 1970). S&o estruturas duras,
capazes de sobreviver em condigdes adversas. Sdo encontrados em abundancia na regido
do colo e raiz da planta. Podem germinar em periodos diferentes, dessa forma, infectando
a planta em diversos estadios de desenvolvimento do hospedeiro (ALMEIDA et al.,
2014).

Os sintomas desencadeados pela podriddo do carvdo podem surgir em diferentes
estadios de desenvolvimento do hospedeiro. As lesdes sdo de cor marrom escura no colo
da planta, quando surgem durante a emergéncia. A severidade da doenca ¢é
consideravelmente maior em condigdes de baixa umidade e alta temperatura (ALMEIDA,
SEIXAS, 2010).

Ja Rhizoctonia solani, como M. phaseolina séo fungos necrotroficos. Sua forma
sexuada é chamada de Thanatephorus cucumeris (Frank) (OGOSHI, 1987), a forma
assexuada possui ampla gama de hospedeiros. Os sintomas séo variados como, podriddo
de sementes e a raiz, cancro do caule, ferrugem de mudas e principalmente morte pré e
pos-emergéncia (AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018).

Atualmente, a espécie é dividida em grupos de anastomose e dentro de cada grupo
existem subgrupos (GONZALEZ, et al., 2015). A divisdo entre grupos de anastomose é
baseada na existéncia de fuséo entre hifas (CARLING, KUNINAGA, LEINER, 1987). A
divisdo foi estabelecida para agrupar individuos semelhantes e facilitar a conducéo de
estudos futuros (SOUZA et al., 2007).

Condicbes de alta umidade e baixa temperatura, sdo favoraveis ao
desenvolvimento de R. solani Kousik e colaboradores (1995) aponta que a temperatura
ideal do patogeno no hipocotilo de mudas de soja, para AG-1 foi de 25°C, enquanto para
AG-5 foi de 20°C (AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018). Outro fato que dificulta o
controle estd relacionado com a existéncia de hospedeiros alternativos, como plantas
daninhas (OSHIMA, LIVINGSTON, HARRISON, 1963).

Quanto a podridao de raiz causada por Fusarium, a doenca foi considerada uma
das mais destrutivas em quase todos os locais de producio no mundo (DIAZ ARIAS et
al., 2013). Ja foram relatadas mais de 20 espécies patogénicas para a cultura da soja
(GASPERI; PRESTES; COSTAMILAN, 2003). O complexo Fusarium é principalmente
composto por Fusarium solani e Fusarium oxysporum (NAEEM et al., 2019).

Diversas espécies de Fusarium podem afetar a soja em quase todos 0s estagios de
crescimento, 0s sintomas séo caracterizados por queima de mudas, podridao de vagens,
podriddo de sementes e raizes (GARCIA et al., 2012, BARROS et al., 2012, DIAZ
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ARIAS et al., 2013). Sua associagcdo com outros patdgenos pode contribuir para o
aumento da severidade da doenga, com ocorre com Heterodera glycines (WESTPHAL et
al., 2014).

1.2 ENZIMAS COMO INDICADORAS DE QUALIDADE DO SOLO

Segundo Doran e Parkin (1994), qualidade do solo pode ser definida como a
capacidade do solo de manter a atividade biol6gica, a qualidade ambiental e da planta
dentro de um ecossistema. Nos ultimos anos inimeros estudos tém sido desenvolvidos
acerca do assunto visando um atributo comum a todos os tipos de solo e que seja de
simples afericdo, sensivel o suficiente as rapidas mudangas que ocorrem no solo, e, assim
foi proposto o uso de enzimas como indicadores de qualidade do solo (DICK, 1984).

As enzimas catalisam reacdes quimicas e estdo presentes na ciclagem de
nutrientes (LADD, 1978), ou seja, no solo transformam nutrientes em formas assimilaveis
pelas plantas (BALOTA et al., 2013). Sdo encontradas em coloides de argila, matéria
organica ou em células (TABATABAI, 1994, BOYD e MORTLAND, 1990). Néo é
possivel determinar quantas enzimas existem no solo, contudo, sabe-se que as praticas
agricolas, exercem influéncia em sua atividade (DICK, 1984). Dentre o grande numero
de enzimas presentes no solo trés receberam destaque: Arilsulfatase, 3-glicosidase e
fosfatase acida.

A enzima arilsulfatase participa do ciclo do enxofre (S) no solo (NOGUEIRA e
MELO, 2003). A atividade da enzima no solo € reduzida de acordo com a profundidade
que esta presente e com a reducdo da matéria organica (BALIGAR et al., 1988). A
arilsulfatase € uma enzima considerada indicadora de intensidade de mineralizacdo de
ésteres de sulfato organico (KOTKOVA et al., 2008).

A B-glicosidase pode ser encontrada em plantas, microrganismos e animais,
atuando no final do processo de decomposicédo de celulose (TABATABAI, 1994),
considerada importante fonte de energia (MAKOI e NDAKIDEMI, 2008). Em solos
degradados, sua atividade € menor em funcao da menor quantidade de glicose disponivel
no solo (STOTT et al., 2010).

O papel das fosfatases € catalisar a hidrolise de ésteres fosfato, recebem grande
influéncia do pH do solo, temperatura e matéria organica. (TABATABAI, 1994). Speir

(1991) relata que a atividade de fosfatase acida pode ser utilizada com indicador de
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deficiéncia de P. Estudos acerca dessa enzima em especifico sdo mais recorrentes, haja
vista que grande parte das areas cultivadas no pais possuem solo acidos (BALOTA et al.,
2013).
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3. INTRODUCAO

O desenvolvimento do mercado externo contribuiu com a alta producéo da soja
[Glycine max (L.) Merrill], provocado pela expansdo do consumo do grdo e dos
subprodutos da leguminosa (SANTOS et al., 2021). A producédo da safra 2020/2021 foi
de 134.451,1 mil toneladas, 7,7% a mais em relacdo a safra anterior (“CONAB - Boletim
da Safra de Graos”, 2020).

Assim, como as demais espécies cultivadas, a soja € acometida por inimeros
problemas fitossanitarios que podem resultar na reducdo da produtividade (ROTH et al.,
2021). Os fungos Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani Kuhn (teleomorfo:
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk e algumas espécies de Fusarium, como F. solani
e F. oxysporum séo os causadores de algumas das doencas mais importantes da cultura
da soja (ALLEN et al.,, 2017). As doencas do solo, oriundas da acdo desses
microrganismos, esta intrinsicamente associada com a natureza do solo, que segundo
Baker e Cook (1974) pode ser supressivo ou condutivo.

A acdo dos patogenos em solo supressivo pode ocorrer de trés maneiras distintas:
quando ele ndo consegue se estabelecer; quando se estabelece, mas ndo causa a doenca;
quando se estabelece, provoca a doenga, porém com baixa severidade (JAYARAMAN et
al., 2021). Nesse cenério, essas trés formas de acdo ocorrem em razdo de fatores fisico-
quimicos do solo, associada a estratégias de manejo empregadas (PANG et al., 2017).
Um dos fatores mais comuns para a acdo dos fungos no solo é o monocultivo e préaticas
agricolas incorretas, que provoca desestabilizagdo e reducdo na microbiota do solo,
tornando-o um condutivo (WEI et al., 2019), sendo esse, mais comum em areas agricolas.

O complexo de doengas causadas por Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani e Fusarium spp., sdo responsaveis por diversas perdas, quando ocorrem
concomitantemente em diversas culturas ( SABATE et al., 2017; NASCIMENTO et al.,
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2018; KHAN et al., 2019), os patdgenos produzem estruturas de resisténcia capazes de
sobreviver no solo na auséncia do hospedeiro, fator que dificulta o controle das doengas
em campo (ARASTEHFAR et al., 2020; PEREZ et al., 2021).

Conhecer a distribuicdo geografica desses fungos contribui com a predicdo de
possiveis epidemias, além de permitir a pesquisadores e produtores a oportunidade de
desenvolver agbes que atenue o impacto na produtividade (ISLAM et al., 2012). No
Brasil, especificamente em Goias, os relatos sdo extremamente restritos, sendo que a nivel
de pais as pesquisas desenvolvidas se concentram na severidade das doencas e ndo na
distribuicdo dos patdgenos.

Enzimas como fosfatase acida, beta-glicosidase e arilsulfatase, atualmente tém
sido utilizadas como indicadores da qualidade do solo, em funcéo de sua sensibilidade as
mudancas. Através dessas enzimas € possivel identificar alteracGes no solo provenientes
do sistema de manejo (MENDES et al., 2021). A interacdo entre patdgenos e a atividade
enzimatica no solo ainda é pouco conhecida, contudo estudos apontam a sintese de beta-
glicosidase por Fusarium (RAZA et al., 2011 e CHRISTAKOPOULOS et al.,1994).

Objetivou-se com este estudo conhecer a dindmica populacional de M.
phaseolina, F. oxysporum, F. solani e Rhizoctonia solani e a interagdo com enzimas do
solo em municipios produtores de soja no estado de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso

do Sul. Bem como estimar os niveis de risco de ocorréncia de cada doenca estudada.

4. MATERIAL E METODOS

A determinacdo das areas para amostragem de solo foi feita mediante o
Levantamento Sistematico da Producdo Agricola no periodo de 2018 a 2020, informado
na plataforma do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) por meio do banco
de metadados, SIDRA. Nesse banco de dados é possivel encontrar dados de producéo de
todos 0s municipios do pais. Por meio desses dados foram selecionados 0s municipios
com maior producgédo no estado de Goias. As amostras foram coletadas em 23 municipios
do estado de Goias (Tabela 1), o nimero de amostras coletado variou de acordo com o
tamanho da area amostral. Posteriormente, as amostras de solo foram enviadas para
analise no Laboratdrio de Fitopatologia do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,

Goias, Brasil.
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Tabela 1: Municipios com alto indice de producdo de soja segundo Levantamento
Sistematico da Producéo Agricola para o estado de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul, no periodo de 2018 a 2020, selecionados para amostragem de solo durante a safra

da soja 2019/2020.

Municipio Cadigos Total de amostras
Agua Boa AB1 1
Aloandia ALl 1
Amorinopolis ANL1 - AN3 3
Cabeceiras CBleCB2 2
Caiaponia CP1-CP17 17
Campo Alegre CAl 1
Cataldo CL1eCL2 2
Chapadéo do Céu CC1 1
Chapadéo do Sul CS1le(CS2 2
Cristalina CT1-CT4 4
Edealina EN1e EN2 2
Jatai JT1-JT7 17
Maurilandia MD1 1
Montes Claros de Goiés MC1 - MC6 6
Montividiu MV1-MV19 19
Planaltina PL1 1
Quirindpolis QN1 - QN3 3
Ribeirdo Cascalheira RC1 1
Rio Verde RV1-RV35 35
Santa Helena de Goiés SH1 1
Sao Jodao D’Alianca SAl 1
Vicentinopolis VP1 1
Vila Rica VR1 1

Para compor uma amostra composta, quatro amostras simples foram coletadas na

profundidade de 0 a 10 cm, sendo duas coletas na linha de plantio e duas nas entrelinhas.

As amostras foram armazenadas em geladeira a 10°C, a cerca de dez dias até o

processamento.
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4.1 Determinacdo da densidade de microesclerodios de M. phaseolina (MIHAIL e
ALCORN (1982) adaptada

A densidade de microloesclerddio de M. phaseolina das amostras de solo foi
determinada de acordo com a metodologia de Mihail e Alcorn (1982) adaptada.
Inicialmente, 100 g de solo foi pesado e seco em temperatura ambiente para posterior
peneiramento, utilizando peneira com malha de 60 mesh. Cinco gramas do solo peneirado
foram colocados em um Erlenmeyer de 500 mL e logo ap0s acrescentado 250 mL de uma
solucdo de hipoclorito de sddio a 0,5%. A mistura foi agitada por 10 minutos a 120 rpm.

O liquido em suspenséo foi vertido em uma peneira de 400 mesh, e lavado em
agua, o residuo retido na malha da peneira foi transferido para tubo falcon. Em camara de
fluxo laminar horizontal, FilterFlux modelo: FLH, o meio de cultura foi misturado ao
contetido do tubo e transferido para trés placas de Petri autoclavadas.

Foi utilizado o meio de cultura BDA (batata, dextrose, 4gar) com a adicdo de
1000 pL de um agente dispersante Triton X-100 para cada 500 mL de meio BDA,
adicionado antes do processo de autoclavagem.

As placas foram incubadas a 33°C, sem fotoperiodo, por dez dias. A determinacao
da densidade de microesclerddios de M. phaseolina foi feita pela soma da quantidade de
col6nias por placa de Petri divido por cinco (referente a 5 gramas de solo). O resultado

foi expresso em microesclerddios por grama de solo.

4.2. Quantificacdo de Fusarium solani e Fusarium oxysporum

Para a quantificacdo de F. solani e F. oxysporum, 10 g de solo foram adicionados
em Erlenmeyer que continham 90 mL de agua destilada e autoclavada. As amostras foram
agitadas em mesa agitadora de bancada para solos SL-183/DT por 40 minutos a 120 rpm.
Em camara de fluxo laminar horizontal, FilterFlux modelo: FLH foram realizadas duas
diluicdes, até 1072,

Foi transferido 1 mL da solugdo do segundo tubo de ensaio para placas de Petri e
acrescentado a cerca de 5 mL de meio de cultura semisseletivos, Nash & Snyder (NS)
para Fusarium solani e Komada (K) para Fusarium oxysporum. Cada amostra foi
quantificada para a F. solani e F. oxysporum, feitas em triplicata. As amostras foram
incubadas a 25°C por 12 horas de fotoperiodo por cinco dias. A avaliacdo foi feita pela
contagem do nimero de col6nias por placa e o resultado expresso em UFC/ g de solo.
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4.3. Isca Quali-quantitativa para Rhizoctonia solani (PAULITZ e SCHROEDER
(2005).

De cada amostragem realizada, 100 g de solo foram pesadas em caixas do tipo
gerbox. Em camara de fluxo laminar horizontal, FilterFlux modelo: FLH, 15 fragmentos
de palitos de dente, de forma que os fragmentos estivessem completamente cobertos de
solo, foram distribuidos de maneira uniforme nas caixas.

As caixas foram incubadas por 24 horas, na auséncia de fotoperiodo. Em seguida
foi realizada a triplice lavagem dos palitos em alcool por 1 minuto, hipoclorito de sodio
1.000 ppm (0,1%) por 40 segundos e agua destilada autoclavada por 1 minuto e
transferidos para trés placas de Petri, cada uma continha cinco palitos de dente. As placas
foram incubadas a 25°C, fotoperiodo de 12 horas por 24 horas.

As avaliacdes foram feitas em microscopio dptico Zeiss, modelo: Primo Star, em
resolucdo de amplitude de 40 X, através da presenca de trés caracteristicas no micélio do
fungo: angulo de 90°, constricdo e septacdo. O resultado foi expresso em porcentagem de
propagulo do patdgeno presente na amostra capaz de infectar o hospedeiro.

4.4. Quantificacdo de beta-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase (TABATABAI,
1994)

Para a andlise de B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase foram selecionadas
70 amostras de solo ao acaso e enviadas para o Laboratorio de Microbiologia da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Séo Paulo, Brasil. Seguindo a metodologia de
Tabatabai (1994) a determinacdo das enzimas se da pela liberagcdo do p-nitrofenol,
detectado por colorimetria. Cada amostragem foi feita em triplicata, com dois controles

negativos.

4.4.1. Extracdo e determinacdo do p-nitrofenol liberado pela atividade de B-glicosidase
(TABATABAI, 1994)

Foi pesado 1 g de solo fresco, de cada amostra, sem residuos organicos e
transferido para tubo falcon. Em seguida, adicionou-se 4 mL de tampé&o universal (MUB)
pH 6,0 e 1 mL do substrato (PNG 0,05 M), este ultimo exceto no controle. Os frascos
foram agitados em vortex por cinco segundos. As amostras foram incubadas por uma hora

a 37°C, posteriormente agitados, inclinados, a 230 rpm.
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Cessou-se a reacdo enzimatica com a adicdo de 4 mL de NaOH 0,5 M. Adicionou-
se 1 mL de CaCl; 0,5 M para a precipitacdo do solo e 1 mL de PNF ao controle, 0s tubos
foram agitados em vortex por cinco segundos e em seguida centrifugados por 5 minutos
a 4400 rpm na centrifuga. A leitura foi efetuada a 420 nm, em espectrofotdmetro UV —
VIS modelo Hacth, e os resultados expressos em pg g solo h, realizados através do
coeficiente de absorbancia.

4.4.2. Extracdo e determinagdo do p-nitrofenol liberado pela atividade de fosfatase &cida
(TABATABAI, 1994)

Foi pesado aproximadamente 0,5 g de solo fresco sem residuais organicos e
transferidos para tubo falcon. Em seguida, adicionou-se 4 mL de tampdo universal (MUB)
pH 6,5 e 1 mL do substrato (PNG 0,05 M), este Gltimo exceto no controle. Os frascos
foram agitados em vortex por cinco segundos. As amostras foram incubadas por uma hora
a 37°C, posteriormente agitados, inclinados a 230 rpm.

Cessou-se a reacdo enzimatica com a adicdo de 4 mL de NaOH 0,5 M, somente
entdo se adicionou 1 mL de CaCl2 0,5 M para a precipitacdo do solo e 1 mL de PNF aos
controles, os tubos foram agitados em vértex por cinco segundos. Os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 4400 rpm na centrifuga. Em seguida, foi efetuada a leitura
a 420 nm em espectrofotbmetro UV — VIS modelo Hacth, e os resultados expressos em

ug g solo h'l, realizados através do coeficiente de absorbancia.

4.4.3. Extracdo e determinacdo do p-nitrofenol liberado pela atividade de arilsulfatase
(TABATABAI, 1994)

Foi pesado aproximadamente 1g de solo fresco sem residuais organicos e
transferidos para tubo falcon. Em seguida, adicionou-se 4 mL de tampé&o acetato de sodio
pH 5,8 e 1 mL do substrato (PNS 50 mM), este ultimo exceto no controle. Os frascos
foram agitados em vortex por cinco segundos. As amostras foram incubadas por uma hora
a 37 °C, posteriormente agitados, inclinados, a 230 rpm.

Cessou-se a reacao enzimética com a adi¢do de 1 mL de CaCl; 0,5 M, somente

entdo se adicionou 4 mL de NaOH 0,5 M os tubos foram agitados em vortex por cinco
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segundos. O contetdo foi filtrado em papel de filtro. Em seguida, foi efetuada a leitura a
410 nm em espectrofotometro UV — VIS modelo Hacth e os resultados expressos em mg

g solo h%, realizados através do coeficiente de absorbancia.

4.5 Analise de risco

Para que fosse possivel estabelecer niveis de risco de ocorréncia das doengas, foi
realizado uma metandalise com base em trabalhos conduzidos em condi¢des ambientais
semelhantes e que estudassem os mesmos fungos. O parametro de risco para ocorréncia
de Fusarium foi baseado no estudo de Costa-Coelho e Costa, 2004. A partir dos valores
encontrados em outros estudos, os valores de incidéncia apresentados aqui foram
agrupados em muito alto, alto, moderado e baixo e zero (Tabela 2). Em funcéo do grande
numero de relatos da ocorréncia de Fusarium e Rhizoctonia foi estabelecido critério por
fator triplo, ou seja, mesmo tempo. Para M. phaseolina foi estabelecido com critério
Unico. Os niveis enzimaticos de referéncia foram definidos de acordo com Andrios
Assessoria, 2015.

Tabela 2: Niveis de risco de ocorréncia de F. solani, F. oxysporum, R. solani e M.
phaseolina em areas de producdo de grdos de soja no estado de Goias, baseados em
valores de UFC por grama de solo encontrado nas amostras de solo.

_ _ Critério por fator o _
Niveis de risco tripl Critério para M. phaseolina
riplo

Muito alto F. solani ou F. Superiora80 microesclerddios.g
oxysporum superior a ! de solo.
3000 UFC.g* de solo e

R. solani superior a 50%.

Alto F. solani ou F. Entre40e 80 microesclerédios.g
oxysporum superior a ! de solo.
3000 UFC.g* de solo e

R. solani inferior a 50%.
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Moderado F. solani ou F. Entre 20 e 40 microesclerddios.g”
oxysporum entre 3000 e L de solo.
1500 UFC.g* de solo e
R. solani inferior a 50%.

Baixo F. solani ou F. Inferiora 20 microesclerédios.g™
oxysporum inferior a de solo.
1500 UFC.g* de solo e

R. solani inferior a 50%.

Zero 0 0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 3: Niveis enzimaticos de referéncia para arilsulfatase, fosfatase acida e beta-
glicosidase aplicados ao estado de Goias de acordo com Andrios Assessoria, 2015.

Enzima Baixo Médio Alto
Arilsulfatase Inferior a 75 Entre 76 e 109 Acima de 110
Fofatase 4cida Inferior a 28 Entre 288 e 525 Acima de 526
Beta-glicosidase Inferior a 66 Entre 67 e 110 Acima de 111

Fonte: Andrios Assessoria, 2015.

4.6. Andlise dos resultados

Os dados de incidéncia obtidos foram submetidos a analise descritiva, agrupados
conforme os parametros muito alto, alto, moderado, baixo e zero, a atividade enzimatica
foi caracterizada conforme Andrios Assessoria, 2015 e os graficos gerados pelo software
SigmaPlot ®. A analise de componentes principais avaliando a incidéncia dos patdgenos,

atividade enzimatica e produtividade foi gerado no software R .

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram quantificadas 127 amostras de solo quanto a presenca de F. solani, F.
oxysporum, R. solani e M. phaseolina, dessas, 70 foram analisadas quanto aos niveis de
arilsulfatase, fosfatase acida e B-glicosidase. Os resultados relacionados a incidéncia dos
patogenos foram agrupados e classificados quanto aos niveis de risco de ocorréncia das
doengas.

Quanto a incidéncia dos fungos F. solani, F. oxysporum e R. solani foi adotado o
critério de fator triplo e a partir desse definido as classificagdes quanto aos niveis de risco
(Tabela 2). A interagdo desses patogenos € muito comum e ja foi estudada por varios
autores e em diversas culturas (ARORA & DWVEDI, 1980, COSTA & COSTA, 2007,
NASERI, 2013, YIN et al., 2020,). Para a classificacdo de risco da M. phaseolina, optou-
se por avalia-la isoladamente (Tabela 2). Khan e colaboradores (2019), observaram
interacdo da Macrophomina phaseolina com Rhizoctonia solani em seu estudo,
entretanto, no presente trabalho essa interacao nao foi identificada.

Das amostras analisadas constataram que os individuos, quanto aos niveis
de risco, ndo apresentaram homogeneidade. Somente 6% dos locais avaliados ndo
continham estruturas de F. solani, F. oxysporum e R. solani, enquanto 19% foram
classificados com o risco muito alto de ocorrer podriddo radicular (Figura 1).
Contudo, é necessario considerar todos os componentes que compdem o triangulo
da doenca. As areas avaliadas se enquadram em sua maioria 46%, com 0 risco
moderado de ocorrer concomitantemente a presenca desses trés fungos e

consequentemente os danos na cultura (Figura 1).

6000 - r 65
. [ solani
5000 4 == F. oxysporum - 60
— R. solani L 55
4000 +
_§ - - 50
Q
= 3000 | P45 X
50
@) L
52000 - 40
F 35
1000 - L 30
0 .D \ . . 25

Baixo Moderado  Alto Muito alto

Figura 1. Incidéncia de Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani,
agrupados por niveis de risco muito alto, alto, moderado, baixo, em regides produtoras
de gréos de soja na regido Centro-Oeste, durante a safra 2020/2021.
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Figura 2. Porcentagem de Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani,
por niveis de zero, baixo, moderado, alto e muito alto, avaliados em municipios da regido
Centro-Oeste durante a safra 2020/2021, produtoras de soja.

Costa-Coelho e Costa (2004) avaliando areas cultivadas por feijdo, no Brasil,
chegaram a conclusdo de que valores superiores a 3.000 UFC.gY/solo, de espécies de
Fusarium séo suficientes para causar podridao radicular. Em Santa Maria, RS — Brasil,
(ALMEIDA et al., 2008) avaliando diversos gendétipos de soja na presenca de espécies
de Fusarium defrontaram com niveis de 1,2~ a 2,0 UFC/g ! de solo.

Em 1993, Damicone e colaboradores avaliaram &reas produtoras de soja e
constataram que a densidade méaxima de indculo de Rhizoctonia encontrado foi de 96,5
microesclerodios.g*/solo, valor esse semelhante a quantidade de propéagulos viaveis
encontrados neste estudo. O plantio direto aliado a baixas temperaturas favorece o
desenvolvimento de podriddo radicular causada por R. solani (SMILEY e UDDIN, 1993;
YIN et al., 2020), contudo essa relagdo ndo foi observada neste estudo.

Um estudo realizado em Ontario, Canada, relata que desde 2006 houve
surgimento frequente de diversas espécies de Fusarium e Rhizoctonia juntas, dentre elas
o F. solani, F. oxysporum e R. solani, em raizes de plantas de soja (ZHANG et al., 2013).
A ocorréncia simultanea desses microrganismos € comum. Souza (2006) e Porto (2019)
demonstraram que a incidéncia de R. solani favorece o desenvolvimento de F. solani e F.
oxysporum, reforcando o observado neste estudo. Essa coexisténcia ocorre porque as
lesbes provocadas pela infestagdo de R. solani nas raizes das plantas, torna-se uma
abertura para o Fusarium também colonizar as raizes do hospedeiro. Em 1988, Datnoff,
em estudo similar, alegou que nao se sabe qual é o patdgeno primario nesse tipo de
situacio, entretanto, em estudos recentes (TOLEDO-SOUZA et al., 2009) observou que

F. oxysporum, por exemplo, tende a infectar mais as raizes na presenca de R. solani.
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Quando se trata de podridao radicular decorrente da acéo desses patdgenos, outros
fatores relacionados ao cultivo séo relevantes na severidade da doenca, como fatores
climaticos, manejo do solo, fertilidade, entre outros (SHAH et al., 2013; SPOLTI e
PONTE, 2015). Esse grupo de patégenos especialmente, sofrem grande influéncia dos
fatores anteriormente citados. Louzada e colaboradores (2008) apontam que 0 aumento
da densidade do solo favorece o aumento da populagdo de Fusarium, de maneira
semelhantes, Harris e colaboradores (2003) verificaram a mesma relacdo da densidade do
solo com a populacdo de R. solani. Informacdes quanto ao manejo do solo, doenca e
nutricdo, dificilmente sdo obtidas.

Dos locais amostrados neste estudo, quanto a quantificacdo de M.
phaseolina, apenas 13% das areas ndo apresentaram estruturas do fungo e 7% com
risco muito alto de ocorrer podriddo do carvéo, a probabilidade de ocorrer a doenca

se concentrou em niveis moderado e baixo (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Incidéncia média de microesclerddios/g™? de solo de Macrophomina
phaseolina, agrupados por niveis de risco de ocorréncia baixo, moderado, alto e

muito alto, em regides produtoras de grdos de soja da regido Centro-Oeste, durante
a safra 2020/2021.
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Figura 4. Porcentagem de individuos por nivel de risco de ocorréncia de
Macrophomina. phaseolina, avaliados durante a safra 2020/2021, em regides
produtoras de soja.

A podriddo do carvao causada por M. phaseolina é considerado um patégeno
emergente (KAUR et al., 2012). A severidade da doenca esta fortemente relacionada com
a temperatura e seca (MENGISTU et al., 2011). A quantidade de inéculo viavel presente
no solo também é grande indicativo da gravidade com que a doenca ir4 ocorrer
(MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005). Nos Estados Unidos foi possivel
observar diferenca significativa entre isolados provenientes do Norte em relacdo a
isolados do Sul quanto a patogenicidade (SEXTON; HUGHES; WISE, 2016). Essa
mesma relacdo nao foi observada neste estudo, por causa do nimero de amostragem nao
ser homogéneo entre as regides.

Em diversas provincias do Paquistdo, estudos foram conduzidos avaliando o
namero de unidade formadora de coldnia de M. phaseolina no solo e planta. No segundo
ano do estudo a quantidade maxima de UFC/g* solo contabilizada no solo foi de 41,37 e
0 minimo de 14,8 (WAGAN et al., 2019). No estado do Rio Grande do Sul, de forma
semelhante foi avaliado o crescimento em solo e planta, os valores para o solo estavam
entre 4,8 e 6,0 UFC/g solo, enquanto nos tecidos de soja variaram de 156 a 1108 UFC/g"
1 solo (REIS; BOARETTO; DANELLI, 2014). Na Espanha, a incidéncia e distribuicio
de M. phaseolina foram avaliadas ao longo de trés anos, sendo constatado que dos 163
locais amostrados, 76 apresentavam a doenca provocada pelo fungo (JIMENEZ-DIAZ,
BLANCO-LOPEZ e SACKSTON, 1983), os autores concluiram ao final da sua pesquisa
que houve aumento na incidéncia do patégeno ao longo do tempo, esse fato
provavelmente estd relacionado com a producdo de estruturas de sobrevivéncia pelo

fungo. Estudos a longo prazo podem contribuir para elucidar essas relagdes.
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As enzimas arilsulfatase, beta-glicosidase e fosfata acida, juntamente com outros
fatores auxiliam na determinacdo da qualidade do solo (LISBOA et al., 2012), tornando
sua avaliacdo de grande importancia para o desenvolvimento de um sistema agricola
sustentavel. Recentemente a Embrapa desenvolveu uma tecnologia chamada de BioAs.
A proposta foi acrescentar a analises quimicas e fisicas do solo, analises bioldgicas. Essa
andlise bioldgica nada mais € que a avaliacdo da atividade de arilsulfatase e beta-
glicosidase, pois estas estdo relacionadas ao potencial produtivo do solo (MENDES et al.,
2018).

Observou-se que para 0s niveis de risco enzimatico, o sul goiano teve maior
namero de locais com essa incidéncia em relacdo as demais regides do estado. Os valores
de referéncia para as enzimas avaliadas no presente trabalho foram determinados com
base em resultados de anélises de mais de 900 amostras de solo do estado de Goiés .

A arilsulfatase estéa diretamente relacionada com o carbono presente no solo e em
condicBes de baixa disponibilidade de enxofre no solo ela passa a ser liberada por
microrganismo (MCGILL e COLLE, 1981, HAYNES, 1999). Dentre as amostras
analisadas, 29% apresentaram niveis inferiores a 75 mg g™ solo h'* para arilsulfatase, 71%
tiveram niveis médios e ndo houve valores altos (Figura 5). Os niveis de arilsulfatase no
solo séo impactados por fatores como o tipo de preparo de solo empregado (LISBOA et
al., 2012), o cultivo com pastagens (BANDICK e DICK, 1999) condicGes climaticas,
como periodos chuvosos tendem a aumentar a atividade enziméatica (MENDES et al.,
1999), mediante esses fatores, os valores constatados nas amostragens realizadas neste
estudo corroboram com os ja descritos anteriormente, haja vista que as coletas foram

realizadas em periodos de seca e em areas que ndo adotam o uso de pastagens.
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Figura 5. Niveis enziméticos para arilsulfatase em amostras de solo em regides
produtoras de soja, na regido Centro-Oeste, durante a safra 2020/2021. Os parametros
avaliados foram fornecidos pela Andrios Assessoria, 2015.

Quanto a fosfatase acida, 16% das amostras apresentaram niveis altos, em média
579,18 mg g solo h, 64% apresentaram niveis médio e 20% niveis baixos (Figura 6.).
Assim, como para a enzima arilsulfatase, o sistema de plantio direto aliado a teores
elevados de matéria organica favorecem a atividade de fosfatase acida (MENDES, I. C.
et al., 2003). Em solos cultivados, a atividade maxima de fosfatase acida encontrado foi
de 600 pg de p-nitrofenol mesmo com o aumento da aplicacdo de fésforo (CONTE;
ANGHINONI; RHEINHEIMER, 2002). De acordo com Souza e colaboradores (2016),
solos do cerrado cultivados em plantio direto apresentavam 812,09 mg g* solo h' de
atividade da enzima, 621,13 mg g* solo h*t em sistema de plantio convencional e 824,58

mg g* solo h! em érea de Cerrado nativo.

Figura 6. Niveis enziméaticos para fosfatase acida em amostras de solo em regides
produtoras de soja, no regido Centro-Oeste, durante a safra 2020/2021. Parametros
fornecidos pela Andrios Assessoria, 2015.

Para a atividade de beta-glicosidase, 70% das amostras testadas apresentaram
valores médios, com o valor maximo observado de 110,9 mg g solo h™* e apenas 4%
apresentaram baixos niveis (Figura 7), 26% valores altos e 4% valores baixos. Dentre 0s
inimeros fatores que afetam sua atividade, destacam a quantidade e origem da materia
organica e pH do solo (MENDES, I. de C.; JUNIOR; REIS, 2004, EKENLER e
TABATABAI, 2003). Foi observada reducdo a cerca de 44% em sua atividade quando
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comparando a agricultura anual e areas florestais, de modo semelhante foi observado para
agricultara perene, em que a reducéo foi de 33% (SILVA et al., 2012).

Figura 7. Niveis enzimaticos para beta-glicosidase em amostras de solo em regides
produtoras de soja, na regido Centro-Oeste, durante a safra 2020/2021. Parametros
fornecidos pela Andrios Assessoria, 2015.

Para avaliar a interacdo entre as variaveis patogénicas e enzimaticas do solo foi
realizada analise de componente principal (PCA) (Figura 8). Observou-se que as variaveis
FA (fosfatase é&cida), ARIL (arilsulfatase) e produtividade estdo positivamente
relacionadas entre si. Esse comportamento pode ser explicado em funcéo da participacéo
da fosfatase na liberacdo de ésteres de fosfato e ainda por grande parte dos solos do Brasil
serem &cidos. Enquanto a arilsulfatase esta ligada ao ciclo do enxofre, componente

importante para mineralizacdo da matéria organica.
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Figura 8. Andlise de componentes principais aplicados para avaliar interagdo de R.
solani, M. phaseolina, F. solani, F. oxysporum, as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase,
fosfatase cida e produtividade.

A matéria orgénica, dentro do complexo sistema que é o solo, desempenha papel
fundamental na melhoria de qualidades fisicas, biolégicas e quimicas do solo (OUEDRAOGO,
BRUSSAARD, STROOSNIJDER, 2007). Solos ricos em matéria organica e com acidez corrigida
podem elevar a produtividade em até 1000%. Contudo, esses resultados ndo sdo obtidos a curto
prazo (EDMEADES, 2003). A utilizacdo de fertilizantes inorganicos em mistura com material
organicos favorece o0 aumento de carbono organica no solo (LIU et al., 2013).

A supressividade do solo esté relacionada com caracteristicas bidticas e abidticas, como
matéria orgénica, pH, temperatura, umidade, porosidade, aeracéo etc. (RODRIGUES, 1998). Um
solo supressivo tem maior capacidade de competir com microrganismos patogénicos, dando
origem a uma planta mais saudavel e produtiva, impactando diretamente na produtividade
(BETTIOL, GHINI, 2005).

Na natureza, a celulose é degradada pela acdo de trés enzimas endoglucanase,
exoglucanase e PB-glicosidase. A B-glicosidase, pode ser sintetizada por fungos, bactérias e
leveduras (AHMED, 2017). De acordo com a andlise F. solani, F. oxysporum e BG (B-
glicosidase), estdo positivamente relacionadas entre si, negativamente relacionadas a FA, ARIL,
R. solani e M. phaseolina. RAZA et al., 2011 e CHRISTAKOPOULOS et al.,1994, relatam a
producdo de B-glicosidase por F. solani e F. oxysporum.

O comportamento de R. solani e M. phaseolina foi inesperado, haja vista que os dois

patogenos necessitam de condigdes distintas para se desenvolverem. A distribuicdo geogréafica

dos patogenos, aliado a informagdes como cultivos empregados, rotacdo de culturas,
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manejos utilizados, condigdes climaticas, historico da area, entre outros séo decisivos
para determinar a predigdo de doengas do solo e atenuar os impactos nas culturas de
interesse. Estudos futuros para o controle biolégico desses organismos se fazem
necessarios para mitigar sua acdo em campo e controlar a flutuacao populacional ao longo

do tempo.
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6. CONCLUSAO

Apenas 6 das areas avaliadas estavam isentas da presenca de F. solani, F.
oxysporum e R. solani.

Dezesseis por cento ndo apresentaram microesclerddios de M. phaseolina.

Os valores observados para as trés enzimas demonstram que os locais avaliados

ndo expressam seu potencial maximo, em funcéo do desequilibrio que ocorre no sistema.
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