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Introducéao

A podridao de carvao das raizes, causada pelo fungo Macrophomina
phaseolina Tassi (1901), é capaz de infectar centenas de espécies
vegetais como, milho, sorgo, amendoim, algodao e girassol, sendo
comum em areas cultivadas com soja (Glycine Max L.). Estudos
realizados pela Embrapa Soja, mostram que este fungo é natural
dos solos de mata nativa. Normalmente, aparece em reboleiras, de
diversos tamanhos (ALMEIDA et al.,2001). Nos tecidos infectados
sao produzidos microesclerécios em grande quantidade, os quais sao
estruturas de resisténcia do fungo. Sao facilmente encontrados sob
a epiderme das raizes ou na camada externa do cértex e na regiao
do colo. Com a decomposicado dos tecidos, os microesclerécios sédo
liberados no solo, entrando em contato com as raizes das plantas,
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germinando e infectando essas raizes. Nem todos germinam na mesma
época podendo infectar as plantas em vérios estadios diferentes. A
incidéncia e a severidade de M. phaseolina, normalmente, tem sido
associado a déficit hidrico e temperatura do solo. Baixo potencial
hidrico e altas temperaturas aumentam a suscetibilidade das plantas.
Os sintomas variam de acordo com a idade da planta. Durante a
emergéncia, causam lesdes de coloracdo marrom-escura na regiao

do colo. As folhas tornam-se murchas permanecendo aderidas ao
longo das hastes (principal caracteristica), tornando-se secas e de
coloracdo marrom-escura. As raizes apresentam a epiderme que se
solta facilmente, deixando a mostra pontuacdes negras, que sdo 0S
microesclerécios. O sistema de rotacdo de culturas é uma medida
invidvel para o controle dessa doenca, por ela ter centenas de plantas
hospedeiras (SHORT et al., 1980).

Considerou-se que um solo, cuja atividade microbiana fosse alta,
tivesse efeito na reducdo da podridao de carvao. Fungos, bactérias

e actinobacterias atuam no processo de decomposicao da matéria
orgénica do solo e na liberacao de nutrientes labeis para os coléides
do solo. Assim, a avaliacdo da atividade microbiana tem sido proposta
como um indicador sensivel do aumento ou diminuicédo do teor e

da qualidade da matéria organica do solo, e no monitoramento de
alteracdes ambientais decorrentes do uso agricola, como o sistema

de semeadura convencional. Diferentes métodos podem ser usados
para medicao da atividade microbiana. Um método simples e rapido

é o descrito por ADAM e DUNCAN, (2001) que mede a atividade
microbiana do solo pela hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA).
Segundo COSTA et al. (2000), o FDA é hidrolisado por varias enzimas
(lipases, proteases e esterases), presentes nos microrganismos e vem
sendo usado para avaliar a atividade microbiana do solo.

Este trabalho teve como objetivo quantificar microesclerécios (colénias)
de M. phaseolina e determinar a atividade microbiana de amostras de
solo coletadas durante o verdao em diferentes sistemas de manejo.
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Material e métodos

As amostras foram coletadas na Fazenda Experimental da Coamo,
Campo Mourao/PR, em 8 tratamentos diferentes. As praticas de
manejo quimico e biolégico adotado (adubacéao, calagem e inoculacao
com Bradyrhizobium) foram as mesmas para todas as areas. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com trés
repeticoes. As andlise de variancias foram realizadas atendendendo aos
testes de normalidade e independéncia dos erros, homogeneidade de
variancias e nao-aditividade do modelo.

Os tratamentos consistiram em sistema de semeadura convencional
(SSC), além de sistema plantio direto (SPD), tabela 1.

As coletas foram realizadas por meio de trado, retirando-se o solo
com auxilio de uma espatula na profundidade de 0-10 cm. As
amostras foram homogeneizadas, obtendo-se amostras compostas
acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificadas, que
foram armazenadas em céamara fria e iniciando-se a avaliacdao no
dia seguinte. A determinacdo da umidade das amostras foi efetuada
pelo método de gravimetria, secando em estufa 10 g de solo de
cada amostra a 104°c por 24h. Para o peneiramento das amostras
foi utilizado malha de abertura 2,0 mm. Antes deste processo, as
amostras foram expostas ao ar, em temperatura ambiente, por uma
hora.

O meio de cultura utilizado para M. phaseolina foi BDA com

adicdo de 0,01% de rosa de bengala e posteriormente esterilizado.
Foram pesadas 5 g de solo por amostra, em backers, devidamente
etiguetados. Procedeu-se a lavagem das amostras de solo com solucao
0,6% de hipoclorito de sddio por 5 minutos. Apds isso o residuo foi
peneirado em peneiras de 297 ym, coletando-se microparticulas do
solo que ficavam retidos na peneira de 45 ym, devolvendo-se ao backer
utilizando uma piseta com agua destilada e completando com 20 mL.

Os meios retirados da autoclave foram mantidos em banho-maria a
60°C. Foi adicionado 1,28 mL de estreptomicina/cloroneb a 1% e a
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mistura de 5 g solo em 20 mL de agua destilada, totalizando 100 mL.
Estes foram homogeneizados e distribuindo posteriormente em 5 placas
a cada 100 mL de meio.

Estas placas foram incubadas por 10 dias a temperatura de 28°C
fazendo-se a avaliacdao do nimero de col6nias. A quantificacdo dos
resultados considerou a contagem de 15 placas por amostra.

A atividade microbiana foi determinada pelo método de hidrdlise de
diacetato de fluoresceina (FDA) descrito por SCHUNER e ROSSWALL
et al. (1982) e adaptado por COSTA et al. (2000). A solucao stock
FDA foi incubada (banho-maria) a 100°C por 1 hora, e resfriado até o
inicio das anélises.

Para andlise, foram colocadas 5 g de solo de cada amostra, em
erlenmeyers com capacidade de 250 mL, nos quais foram adicionados
20 mL de solucdo tampao fosfato de potdssio e 200 uL de solucao
stock de FDA (0,2%), sendo transferidos para o agitador orbital

por 20 minutos a 160 rpm. Apds esse processo, foi adicionado 20
mL de acetona por amostra para paralisar a reacdo de hidrdlise. A
suspensao foi filtrada em filtro Watman 1 durante 10 minutos e, em
seguida, realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro
(modelo Génesis 10uv), no comprimento de onda de 490 nm, para a
determinacao da quantidade de fluoresceina hidrolisada.

Foi elaborada uma curva padrao nas concentracées de O, 100, 200,
300 e 400 ug de FDA ja hidrolisado. Neste processo 5 g de solo de
cada amostra foi colocado em erlenmeyer, no qual foi adicionado

15 mL de solucao tampao fosfato de potassio e 5 mL de cada curva
padrdo, de acordo com cada concentracdo. Apds isso, cada erlenmeyer
foi transferido para o agitador orbital por 20 minutos a 160rpm. Foi
adicionado 20 mL de acetona por amostra e realizada a filtragem
durante 10 minutos. A leitura da absorbancia em espectrofotdmetro

foi feita imediatamente apds a filtragem para evitar a evaporacao da
acetona, no comprimento de onda de 490 nm.
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Resultados e discussao

As avaliacoes de atividade microbiana, utilizando FDA, devem sempre
considerar o histérico das sequéncias das culturas em rotacao (milho
e soja) e sucessao (trigo, aveia, tremoco, nabo forrageiro, ervilhaca
forrageira), tabela 2. De igual forma, a contagem de col6nias da V.
phaseolina, tabela 3.

A atividade microbiana, medida por hidrélise de diacetato de
fluoresceina - FDA, foi significativamente igual aos tratamentos T3, T4,
T6 e T8. A pior atividade foi medida no tratamento convencional com
soja no verdo e trigo no inverno. Os demais tratamentos apresentaram
valores intermedidrios.

Com relacdo a concentracao de propagulos de M. phaseolina, o
tratamento com menor contagem de propagulos, foi o tratamento
convencional soja-aveia, utilizado por 10 anos nessa sequéncia. O
tratamento com maior contagem de propagulos, foi o tratamento 3.
Devido ao alto coeficiente de variacdo, 50%, estima-se que um fungo
polifago e com distribuicao irregular no solo, tenha sua avaliacao
afetada pela amostragem.

Concluséo
As avaliacoes, embora anuais, devem sempre considerar o histérico
das sequéncias das culturas da area de cultivo;

As maiores atividades microbiana, com o uso do FDA, ocorreram nos
tratamentos T3, T4, T6 e T8;

Tanto os tratamentos que mostraram os melhores indices atividade
microbiana e os tratamentos com a menor atividade, ndo apresentaram
efeito deletério sobre a concentracdo de microesclerécios de M.
phaseolina.
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Tabela 1. Relacd@o dos diferentes tipos de rotacdo/sucessao, referentes a 4
anos de rotacado. Fazenda Experimental da Coamo, Campo Mouréo, 2015.

Anos

Tratamentos 2011 2012 2013 2014
Veréao/Inverno Veré&o/Inverno Veréao/Inverno Veréo/Inverno
T3 SOJA/MILHO-S SOJA/TRIGO MILHO/AVEIA SOJA/MILHO-S-M
T4 SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO MILHO/TREMOCO SOJA/AVEIA
T6 SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO MILHO/ERVILHACA SOJA/TRIGO
T8 SOJA/MILHO-S SOJA/TRIGO MILHO/ERVILHACA-F MILHO/TREMOCO
T9 SOJA/TRIGO SOJA/MILHO-S MILHO/AVEIA + NABO SOJA/MILHO-S
T SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO
Conv-Trigo SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO SOJA/TRIGO
Conv-Aveia SOJA/AVEIA SOJA/AVEIA SOJA/AVEIA SOJA/AVEIA

A descricoes abreviadas acima sé@o: S = safrinha, M= milheto e F= forrageira.
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Tabela 2. Efeito dos sistemas de rotacédo/sucesséo de culturas, em semeadura

direta e convencional, em relacao a atividade microbiana utilizando método de
hidrélise de diacetato de fluoresceina. Fazenda Experimental da Coamo; Campo
Mouréo, 2015.

Tratamentos Atividade Microbiana (ug FDA hidrolisado/g solo seco/min)
T-4 4,99 a
T-6 4,76 a
T-8 4,76 a
T-3 4,63ab
T-11 4,23 be
T-9 4,05 bc
Conv-Aveia 3,95 bec
Conv-Trigo 3,31 c

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Tabela 3. Efeito dos sistemas de rotacédo/sucesséo de culturas, em semeadura
direta e convencional, na concentracdo de microesclerédios de Macrophomina
phaseolina. Fazenda Experimental da Coamo; Campo Mourédo, 2015.

Tratamentos Macrophomina phaseolina

(microesclerécios/g solo seco)

T-3 23,42 a
T-4 18,81a b
T-6 12,29a b
T-8 18,96a b
T-9 13,27a b
T-11 10,02a b
Conv-Trigo 17.31a b
Conv-Aveia 6,39 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=<0,05).



