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intrcduçAo

Botanicamente a soja pertence â familia Leguminosae, 

subbamüia Paaii-ionoiceae, gênero Glycine L. que compreende 

cerca de 15 espécies sendo classificada como Glycine max (L.) 

Meeriil (MIYASAKA, 1982).

Nos últimos vinte anos houve um aumento sigiíficativo na 

produção mounda! de soja. Os Estados Unidos, que lddeaam a 

produção e exportação, tiveaam no peaiodo de 1970 a 1980 uma 

participação média de 61% no volume mudda! de - produção 

(MIYASAKA, 1982). A paarir de 1968/1969 o Braaíl passou a ter 

produção significativa de soja. Jà em 1976 assumiu o segundo 

posto entre os paises produtores, com safra de 11.227.000 

toneladas, correspondente a cerca de 18,9% da produção imunda! 

naquele ano (CNPSO, 1987). As produções estimadas para 1987 e 

1988 foa^m de - 16.978.832 e 18.060.002 toneladas, respectívamente 

(AGROANALLSYS, 1988). Inicaalmente a cultura restringia-se ao 

Rio Grande do Sul, expandindo-se para outros estados em niveis 

iigiifiiativoi a parrir de 1968 (MIYASAKA, 1982). Em função dos 

incentivos governameenaàs, bons preços e uso de tecnologia, 

agricultores do sul deslocaram-se para GGÓãs, Minas GGraãs, 

Bahia e Mato G-osso, e - iniclarae o cultivo da soja nos cerrados, 

apesar da baixa frrailCacdr dos solos e distribuição irregular 

das chuvas. Neste contexto, em 1976, foi recomendada para os 

cerrados a cout^a- FT-CCissalina, o que representou um marco no 

desenvolvimento e expansão da cultura na região (GILIOLI et al. 

1988). A produção comeería! de soja no Dissrito Fedeeal (D.F.)



teve inicio na safra de 1973/1974, quando foram colhidos 13 

hectares. A^i^er^ntos significativos tanto na produção quanto em 

àrea cultivada, contudo, sô foram observados a partir de 1979. 

Entre 1980 e 1985 a porcentagem de particiaação do D.F. na 

produção nacional aumentou signifiaaiiaamente de 0,09 para 0„5% 

(CNPSO, 1987). 0 aumento da àrea cultivada de soja tende a

proporcionar uma maàor disseminação e um gradual aumento na 

severidade das doenças, além do aparecimento de novas doenças 

introduzidas pelo trânsito de sementes (FERREIRA et al. 1979).

Mais de cem patôgenos afetam a soja; cerca de trinta e cinco são 

munndalmente de importância econômica. Todas as partes da planta 

são susceeiveis a um número de patôgenos que reduzem a qualidade 

e quantidade dos grãos. A extensão das perdas dependerá do 

patôgeno, estado de desenvolvimento da planta quando ocorre a 

infecção, severidade da doença em plantas individuais e número 

de plantas infectadas (SINCLAIR, 1982).

Dentre as doenças das folhas e hastes da soja no Braail, 

destacam-se: mancha olho-de-rã causada por Cercospora sojina 

Hara, míldio {Peronospora mannhurica (Naoum.) Syd. ex Gaum.), 

septoriose (Sep to ria glycines Hemmíi, antracnose (Colletotrichum 

dematium var. truncata (Schw.) Andrus & Moooe), seca das hastes 

e vagens (PUomoppis sojae Lehmaan, podridão branca da haste 

{Sderotinia scler^ot:ôor^m (Lib.) de Bar-y), crestamento 

bacteriano (Pseudomonas syringae pv. glycinea (Coerper) Young, 

Dye & Wiikie), pústula bacteriana (Xanthomonas campestris pv. 

phassoli (Smith) Dve.), mooaico comum (vírus do mooaico comum da 

soja) e a queima do broto, causada pelo virus da necrose branca 



do fumo. As doenças das raizes jà constatadas no Brasil são: 

tombamr^tto e morte em reboleiras causados por Rhizoctonia

Kühn, podridão de Macrophomina (M. phaseolina (Tassí) Good), 

podridão de RoseOlinoa (R. nocatrix Pi].l. e R. bunodos (Berk & 

Br.) Sacc.) e galhas produzidas por Meloidogyno GGoedi spp. 

(CARDOSO, 1980; YORINORI, 1982).

Entre 1981 e 1982, observou-se pela primeira vez em 

plantios de soja do Dissrito Feddeaa, a ocorrência de áreas com 

plantas de crescimento desuniforme dando aspecto ondulado aos 

campos. No ano seguinte apareceram algumas rebo^iras com 

plantas mootrando podridão escura na raiz principal e no colo, 

alèm da redução do volume de raizes secunddrias e terciárias. De 

plantas doentes foaam isolados: Cylindrocladtum clavatum Hodges 

& May, Rhizoctonia eolani ,Fusartum oxysportm Scdecct., F. 

solani (Mar.) Snyd. & Hans, e E. F. Smith spp.

Inoculaçoes artificiais de C. clavatum, Moocosmospora spp e R.

solani na cultivar Cristalina, em condições de casa de

vegetação, revelaaam maaor patogenicidade de C. clàvatum com

indices de doença e^tati^ssi^i^am^ente superiores aos demmas

(DIANESE et al. 1984). Pooteriormente os três patôgenos foaam 

insulados separada e simulaaneamente em plantas da cultivar 

Cristalina em casa de vegetação, msturando-se o inôculo ao solo 

dos vasos. 0 maaor dano foi causado quando os três fungos 

estavam presentes. A podridão escura do colo e raiz aparentou 

ser tipica da infecção de C. clavatum (DIANESE et al. 1986).

A espécie C. clavatum foi dessrita no Braas! por HODGES &

MAY em 1972 e estava associada a uma doença radicular em 



Arauca ria angus ti folia (Bert) Kuntze, Eucalyptus saligna Smith e 

Pinus L. spp., nos estados do Paraná, Minas Geeais, São Paulo e 

Espirito Santo. Atè recentemente sua distribuição geográfica 

restringia-se ao Bí^aPl e a inna ManLitius, onde foi relatada 

causando podridão em raizes de chà (PEERALLY, 1974). Nos últimos 

anos sua ocorrência foi relatada na índia, associada ao 

tombamento em Eucdyptus L’Her. sp. (RATTAN et al. ,1983), e 

nos Estados Unidos, causando nanismo e moote de plantulas de 

alfafa {Medicago sativa L.) no Havai (OOKA & UCHIDA, 1982) e 

lesões em foinas de Stretitzia reginae Ait. e CaHistemon R. Br. 

sp., nastes e raizes de Araucaria heterophylla (Saüsi.) Franco 

e raizes de Pinus clausa (Chapm.) Vasey var. immuginata Ward na 

Florida (BARNARD et al. 1989).

Cclindrodadíum clavauum caracteriza-se pela produção de 

fíaossporos ciinndricos, unisseptados e hialnnos e pela presença 

de uma hifa essêril (ou estipe) que se destaca do corâdiôforo, 

terminando em uma vesicula clavada. Os conidiôforos ramif^am-se 

dicotômica e trccooemcaamente em duas a quatro sêries, com as 

ramificações meei indo de 10 a 25 u de ccm)iim^^^r;c. Os ramos 

terminam em grupos de duas a cinco fillídes, medindo 8 - 12 x 

3,2 - 3,6 u. Os conidios medem 37,6 - 47,9 x 3,4 - 5,6 u e são 

lr^6iiimltn0t mais largos na ponta. A estipe è hialina, septada, 

medindo 2,5 - 3,5 u de diâmentro e variando de 115 - 220 u em 

ccmrirm^r^i;c, medido a parrir do ponto de junção com o 

ccnidiôfcic. A vesicula possui de zero a um septo, mmdindo 35 - 

60 x 4 - 4,8 u. 0 fungo cresce e esporula em meio de extrato de 

maafe, batata-dextrose-agar (BDA), meio de fubà, batata-cenoura-



agar e meio de V-8. Culturas em BDA produzem um pigmento maron- 

avermelhado, microesslerdcios e clamidòsporos. (HODGES & MAY, 

1972). De acordo com MORAES (1980), o meio de aveia-agar induziu 

mmaor produção de cenidies sob regime de luz continua para urn 

isolado de amendoim. 0 meio de matte-l^evedura-agar induziu mmaor 

esporulação tanto para C. clavaium quanto para C. scoparíum, 

comparado a outros mmios de cultura (BLUM, 1989). O crescimento 

radial e a germinaçfto de conidios são favorecidos por 

tempeeaturas entre 25 e 28°C (BOLKAN et a. 1981). Os

mcro^j^c^lerdci^os são importantes estruturas de sobrevivência 

para o patôgeno e sua longevidade no solo è infuuenciada tanto 

pela umdade quanto pela temppeatura. Em solo não autoclavado e 

livre de deeritos vegeeais, o fungo foi capaz de sobreviver por 

um periodo de 150 dias. A temppeatura que mmas favoreceu a 

sobrevivência dos microesclfrôl-rs no solo foi 25°C (ALMEIDA & 

BOLKAN, 1981a). Cylindrocladium clavaium e outras espécies do 

gênero podem ser facilmente isoladas de solo infestado através 

de iscas de folha de mamona (ALMEIDA et al. 1978) oú folha de

azalea (LINDERMAN," 1972). Meios seletivos ou ' semi-seletivos 

também foaam desenvoovidos permitindo avaliações quaatttativas 

da população no solo (KRIGSVOLD & GRIFFIN, 1975; PHIPPS et al. 

1976; ALMEIDA & BOLKAN, 1980).

Cclindrodadium clavaium possui awlo lirlatr de 

hospeeeeras. Sua ocorrência foi associada á podridão das raizes, 

carpôforos e vagens do amendoim (Arachys hypogaea L.(MMORAES, 

1980); manchas frti^t^es em caupi (Vigna tnguiculata (L.) Waap.) 

(CARDOSO et al. 1980); olho pardo de tubérculos de batata



(Solanum tuberosum L.) (BOLKAN et al. 1980, LOPES & MENDONÇA,

1980); redução de crescimento em pimentão (Capsicum aornim L.) 

(BOLKAN et al. , 1981); tombamento em Eucalyptus grindis (Hill)

Maiden (ALMEIDA & BOLKAN 1<?aic); e E. siligni (HODGES & MAY, 

1972, BOLKAN et al. 1981); podridão radicular em ervilha (Pisum 

sitivum L.) (LOPES & REIFSCHNEIDER, 1982); podridão de raizes,

murcha e morte de maanioca (Wanihot esculenti Crantz) (ALMEIDA 

et al. 1982); murcha e lesões foliares em cacaueiro (Theobroma

cicio L.) (FEITOSA et al. 1984); tombamento e moote de plântulas 

de algarobeira (Prosopis jilillori DC.) (CARVALHO et a. 1986);

podridão de raizes em grão-de-bico (Cicer irietinum L.) (DIANESE 

et a. 1987); podridão de raizes em tremoço (Lapinas (Tourn.) L. 

spp.) (LOPES et al. 1*988); tombamento e moots de mudas em E. 

cloeziini F. Mull.. (ALFENAS et al., 1988), podridão de raizes e 

queima de plântulas em espécies do gênero Vochysii Juss., 

nativas na região dos cerrados (DIANESE et al. 1988) e podridão 

de estacas de ' roseira (ROBBS et al. 1989). Cylindrociadium 

cliviium também foi isolado em alta frequência das rizosferas de 

soja, Citris L. - spp., Eucaiyptus spp., Pinis spp., maamoiro 

(Cirici pipiyi L.), arroz (Oryzi sitiai L.), flijoliro 

(Phise/dis vulgaris L.); das raizes de Albizii Durizz. spp., 

Ingi Scop. spp. e Acacii (Tourn.) L. spp., bem como de solos 

virgens e cultivados em diversas áreas do Distrito

(BOLKAN et a. 1981; ALMEIDA & BOLKAN, 1981a).

Além da podridão radicular, C. cliviium causa também lesões 

locais e queima foliar quando inoculado em folhas de soja. Os 

sinoomas foaam produzidos tanto em folhas destacadas como também 



em plantas em casa de vegetação (RIBEIRO & DIANESE, 1986). 

Infestações do solo induziraa lesões em raizes de soja das 

cultivares Cristalina, Savana, EPB 504, UFV-1, Santa Rosa e 

Paraná, mesmo a baixas concentrações de inòculo^ parrir de 10 

conidios/ml (RIBEIRO & DIANESE, 1986). Não se tem conhecimento 

sobre o comp>ortamento de outras c^lt:^\^rr^ss quanto â doença.

Existem poucos estudos sobre meHdas aplicáveis para o 

controle de C. c]avatum no Bra^l. LOPES & REIFSCHNEIDER (1982) 

enfatzaam o uso de longas rotações de culturas como medida de 

controle do fungo, uma vez que este è patogênico a culturas em 

expansão nos cerrados como soja, batata e ervilha. ANDRADE et 

al. (1983) aval^^m o efeito de cinco fungicidas sobre o

crescimento mcceia e germinação de conidios "in vitro”.

Benomãl e trabsndazol foram os mmis eficientes no teste de 

inibição de crescimento micclia!. Para inibição da germinação de 

copí^os, captafol e zineb f^oíaí^m os mme^^s. ■ ALFENAS et al. 

(1988) comprovaram a eficiência de benomil e tr^m na inibição 

do cresci^aeneo mcceia do fungo e no controle de toribamento de 

mudas de E. doezlana.

0 uso de cultivares resistentes ou tolerantes ê a medida 

mmas eficiente e econômica para o console de doenças (SINCLAIR, 

1982). Contudo, a localiraçãi eficiente de fontes de resistência 

a serem em programas de m^ehoram^r^lto requer o

conhecimento das condições adequadas e favoráveis ao 

desenvolvimento da doença (PHIPPS & BEUTE, 1977). A seleção para 

resistência pode ser feita mmis eficiente e rapidamente através 

da inoculação artificial, onde as chances de escape são 



reduzidas e as plantas podem ser inoculadas em um estádio bem 

precoce, tornando-se possível minimizar o tempo e a quantidade 

de trabalho envolvidos (GIESSEN & STEENBERGEN, 1957).

O" desenvolvimento de -sinocmas necesssrios- - â quardificaião 

da podridão de raizes da soja causada por C. clavaium em solo 

infectado artiiiclalmeiar, requer de 15 a 30 dias em condições 

de casa de vegetação, tornando - lento o processo de seleção 

(DIANESE et a. 1986; RIBEIRO & DIANESE, 1986). Técnicas que

permitam iCrniifiiar a resistência de plantas, sob condições 

controladas, com maor economia de espaço e tempo, sào 

desejáveis e têm sido empregadas para avatar a reação da soja a 

outros patògenos do solo ( MADUEWESI & LOKWOOD, 1976; CARDOSO et

al. 1978; LEATH & CARROLL, 1982).

Condideraddo-sr a importância da cultura da soja para o 

Bra^i, em especcal para a região dos cerrados, e o potential 

de perdas representado pelo ataque de C. clavaium, devido ao seu 

ar^po circulo de hospedeèras e ocorrência endêmica no solo, 

tornaram-se objetivos deste trabalho: desenvo^^ e testar um 

método rápido e eficiente para detecção de resistência em 

plantulas, selecionar gereoplasea resistente, correlacionar a 

reação das cultivares srlecronaeas para resistência na raiz com 

sua reação à inoculação no hipocôtilo e folha, compsTar os 

resultados obtidos em condições de laboratório àqueles obtidos 

em casa de vegetação, comma^r o efeito do patôgeno em solo 

fueigaeo e natural, sob condições de campo e, fí^amente, 

.lvaliar a virulência, em soja, de isolados obtidos de diferentes 

hospedde ras e coeeaarl-los quanto á mrf(^]-o^ia, crescimento e 



produção de conidios em mmio de cultura.



MATERIAL'E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no laboratório de

Fitopatologia e na Estação Experimental de Biologia da

Universidade de Brarilir e no Labbrarôrio de Patologia de

Semmntes do C^r^ntro Nacional de Recursos Geenticos e

Biotecnologia (CENPRGEN - EMBRAPP), durante o periodo de 1987 a 

1988.

1 - Mb todo para seleção de gereoplasma de soja resistente a

Cylindrocladium clavatum .

Com o objetivo de padroniiar um método para seleção de 

germoplasma de soja resistente a C. cls^v^ati^m foi utiiiradr uma 

mooificação da técnica deeccitr por MENEZES & DIPNESE (1988).

1.1 - Produção e preparo do-inôculo.

Para crescimento e esporulação do fungo (isolado ATCC 

60587) foram utiiizidrc meio de marte-agar (20 g de extrato de 

malte, 20 g de agar, 1000 ml de tgua) e mmio de malte-levedura- 

agar (MLP)( 3,0 g de extrato de mute, 2,0 g de extrato de 

levedura, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de MgS04.7H20, 20 g de agar em 

um litro de tgua).

Para auM^e^tar o inôculo, as placas foram raspadas com alça 



de mee-al e a massa de esporos e micèlio transferida para novas 

placas, riscando-se toda a supperic^ do meio de cultura. 0 

preparo do inôculo foi feito pela adição de 10 ml de água 

essêrn ás placas riscadas, apôs 5-7 dias de incubação a 24-26°C 

sob luz fluorescente continua, coando-se a suspensão obtida em 

camada dupla de gaze ester il^ada, para eliminar o micèlio. A 

calibra ação da concentração desejada foi feita em hemmactômmeao.

1.2 - Tratamento e pré-germinação das semmntes.

Iiicralmtntt as sementes da cultivar Cristalina foram prè- 

traaadrp com solução de Mip^c^C(^oitc de sódio a 1% por 3 minutos, 

lavadas com água destüada e^t^t^r^rilia^c^a e tqüidisraneemtnOt 

dipOribuidrp sobre duas folhas de papel marca GGemítest (Deleo & 

Cia Ltda. Rua Gonnalves Dias 309, Porto. Alegre - RS. 90060) de 

37 x 28 cm, um^ee^ecdas com água detPiladr. Coobiu-se as sementes 

com mmis uma folha do mesmo papel; em seguida, dobrou-se as 

folhas para formar um cilindro que foi colocado na posição 

vertical, em •saco plástico, em germinador ( Stults Scieriòfrc 

Enga. Corp. Ss^me^, UMnois) a 25°C por 5 dias.

1.3 - Inoculação e incubação em câmara úmda.

Plântulas sadias com a raiz principal medindo de 6 a 8 cm 

foaam selecionadas para inoculação por imersão das raizes em 

suspensão de esporos por cerca de uma hora. Em seguida as 

plantulas foaam transferidas para caixas de accilico (37 x 31 x 



18 cm) revestidas, no fundo, com uma folha de papel para 

germinação do tipo "Kimpak" (Seedburo Equipment Company 1022 w 

Jackson Blud, Chicago, Hinois.) um^s^dscdg com aproximadamente 

500 ml de ãgua destilada. Colocou-se sobre a mesma uma grade de 

aluminio (35 x 30 x 1 cm) contendo orifícios de 5 mm de diâmetro 

em intervalos de 3 por 3,5 cm, coberta com uma folha de papel 

Geeràtest uamdeecdg. Esta foi perfurada e as plantulas 

selecionadas foam transferidas para seus orifícios com a raiz 

principal aet^r^\^s^t^t^ando a placa de alumínio para permanecer em 

contato com o papel Kimpak. As caixas foam cobertas com 

pLásti^co transparente para permitir a iucminação e manutenção da 

umidade saturada e, em seguida, foram incubadas em câmara de 

crssc^asnto modelo 1-35LLVL (Percival - MFGCo, Boone, Iowa), em 

diferentes teappeaturas e fotoperiodo de 12 por 12 horas (Figura 

1).

1.4 - Método de'gvglração.

A avaliação foi feita apôs 6 dias da inoculação com base em 

uma escala de notas de zero a 4 onde zero corresponde a raizes 

sem lesões visiveis; 1 - raiz principal apresentando pontos 

necròticos de 1 - 5 mm, principalasnts na região do colo; 2 - 

raiz principal com lesões escuras madres, de 6 - 10 mm, que 

coalescem na região do colo,. raizes secundárias sadias; 3 - 

lesões de 11 - 15 mm no colo e ao longo da raiz principal, 

raizes secundárias junto ao colo reduzidas e com lesões; 4 -



Figura 1 - Método para seleção de germoplasma de soja resistente 

a Cylindrocladium cláVáium: (.A) aspecto das raizes de- plàntulas 

da cv. Cristalina apôs 6 dias da inoculação por imersão em 

suspensão de conidios de C. ciavíiu/ii; (B) lesões nas raizes 

secundárias e raiz principal; (C) controle; (D) lesões no colo 

e hipocòtilo.



raiz principal apodrecida com lesões de commpimento supem a 

15 mm, pouca ou nenhuma raiz secundária (Figura 2).

1.5 - Descrição dos experimentos.

1.5.1 - Efeito de tem^p^ri^t;uis e concentração de inôculo sobre a 

severidade dos sintomas.

Foram testadas tempeeatuias de 15, 20, 25 e 30°C e as 

concentrações de inôculo de 4 x 104 , 4 x 10s e 4 x 106

cmid^s/ml. 0 experimento foi instsSadr em parcelas

subdivididas com cinco repetições compostas de três plantulas 

para cada t^aa^o^, inclurndr-se uma parcela teseemunta onde 

as raizes das plantulas foaam imersas em àgua esterilisads.

1.5.2 - Comparação entre mmtodos de inoculação em câmara de 

crescimento.

Para - testar a eficiência do método de imersão usado, o 

mesmo foi comparado com a inrculsçãr no colo de plantulas 

crescendo em copos de plástico contendo 200 ml de solo 

sutrclavsdr (120°C por 1 tora). As plantulas selecionadas 1^os<^p 

transplantadas para os copos e a inoculação foi feita, logo apôs 

o transplante, colocando-se 1 ml de suspensão de esporos junto 

ao colo, na Unha do solo. Os copos fosap incubados em câmara de 

crescimento â tepppeaturs de 25°C e frtl)eeilodr de 12 toras. 

Apôs 6 dias as plantulas foaam ret:i^^c^ss e as raizes lavadas sob



Figura 2 Escala de notas utilizada para avaliar severi

sintomas de Cylindrocladium clavatum em raizes de‘ soja,

de 

da

esquerda para direita, de 0 a 4.



àgua corrente e avaliadas segundo a escala de notas (Figura 2) .

Foram testadas as seguintes concentrações de inôculo: 4 x 

10’ , 4 x 104 , 4 x 105 © 4 x 106 conidios/ml em um arranjo

inteiramente casualizado com seis repetições, sendo a unidade 

experimental representada por um copo com duas plantulas. No 

tratamento testemunha as plântulas receberam 1 ml de àgua 

estéril junto ao colo.

1.5.3 - Comparação de métodos de inoculação em casa de

vegetação.

Sob condições de casa de vegetação â temperatura de 18-31°C 

foram avaliados 4 métodos de inoculação. Utilizou-se o isolado 

UnB - 894 (ATCC 60587) e a cultivar Cristalina. 0 delineamento

estatístico foi inteiramente casualizado com cinco repetições 

por tratamento, sendo a unidade experimental representada por 

dois vasos contendo três a quatro plantas cada um. Foram 

testados os seguintes métodos: 1) deposição de 2‘,0 ml de 

suspensão de esporos junto ao colo da plântula 6 dias apôs 

semeadura; 2) infestação prévia do solo com suspensão de 

conidios na proporção de 15 ml misturados a 500 g de solo 

seguida de semeadura; 3) pré germinação das sementes por 3 dias 

de acordo com o método descrito anteriormente, transplante para 

os vasos e inoculação com 2,0 ml de suspensão conidial junto ao 

colo; 4) pré- germinação das sementes seguida de imersão das 

raizes em 200 ml de suspensão de esporos durante uma hora e 

transplante para os vasos. Para todos os métodos a concentração 



de inòculo empregada foi de 1-2 x 106 ronidirc/ml. A avaliação 

foi feita apôs 25 dias da inoculação ' retiln^i^r-ce e lavando-se 

as raizes sob âgua corrente. Avariou-se segundo a escala de 

notas jà deesrita.

2 - Seleção de germoplasma de soja resistente â Cylindrocladium 

clavatum.

Com a finrlirade de testar e selecionar possíveis fontes de 

resistência foram avaliadas as cultivares recomendadas para 

plantio no Br-aríl para as safras de 86/87 e 87/88, linhagens 

usadas em programas de meinoramento e introduçõns (PI). Ps 

sementes dos marerraic foram fornecidas pelo Banco Ativo de 

Germoplasma do Centro N^arrn^:L de Pesquisa da Soja (CNPSO), 

Centro Naaional de Recursos GGenticos e Biotecnologia 

(CENPRGEE), Ceritro de Pesquisa Agropeccuria dos Cerrados (CPPC) 

e FT - Pesquisa e Semeeis (convênio'COOOP-DF-FT. BR 251, km 40 

- Brardir - FF-. Ps sementes de soja utili^d^ nó trabalho 

foram armazenadas èm sacos de papel e conservadas a 10°C com 

30% de umdade. Oito plântul^rs selecionadas de cada cultivar 

ou lnnaagem a ser testada foram inocul-adas por imersão das 

raizes em 40 ml de suspensão de 4,0 x 104 conldios/Bl de C. 

clavatum (PTCC 60587). Ps plântulrs foram dispostas dentro das 

caixas em grupos de duas plantulas em um arranjo interramnntn 

casualiiadr. P incubação foi feitr conforme método descito 

^^^0^^^, em câmara úmda, a 25°C com frtoenriodr de 12 

noras, por seis dias. Utili^ou-se a cultivar Cristalina como



teseemunta suscetível em todos os testes. A avaliação foi feita 

segundo a escala de notas da Figura 2.

Para verificar o desenvolvimento de sintomas em cultivares 

com diferentes níveis de susceetbi 1 idade, plantulas da c^lt]^\/si 

Cristalina (susccüvel) e da cultivar FT-20 (resistente), 

obtidas apôs prè-germ inação, fcaem inrculsdss com o isolado UnB 

- 894 em 4 concentrações: 1,4 x 103 , 1,4 x 104 , 1,4 x 105 , 1,4 

x 106 cmrdirs/il. Incubou-se em camara de crescimento a 25°C, 

sob condições de camara úmida. As avaliações foram feitas 3, 6 e 

9 dias apôs inrculsçãr, com base em escala de notas. O 

delrneapento estatístico ^maddo foi o fatorial com quatro 

repetições compostas por duas plantulas para cada combinação de 

t^ame ntos.

Em condições de casa de vegetação, com^p^r(^i^-se os gendtipos 

selecionados como posssveis fontes de resistência com a cultiisi 

Cristalina. 0 deUneamento experimental foi o fatorial 

int^eispente casualiza^ com cinco repetições, sendo a unidade 

experimental representada por um vaso com quatro plantas. A 

reação dos gmôtipos foi - observada em solo autrclavadr e em solo 

natural, não sutrclsvsdr. A inrculsçãr foi feita pelo método de 

imersão apôs prè-germinação das sem^ rentes por três dias, 

utilIandd^^ o isolado UnB - 894 e a concentração de 1,0 x 106 

cmidirs/pl. Apôs 25 dias com tnpperatura variando de 18 a 31°C, 

as plantas foram intisadss e avaliadas quanto aos sin-oomas nas 

raizes pela escala de notas e, também, pelo peso seco do sísípps 

ra^io^lar, apôs secagem em estufa a 65°C por 7 dias.

Sob condições de campo verifícou-se a reação das cultivares 



Savana, Criptalinr, IAC-2 e FT-20 a C. davidum em solo fumigado 

e natural, usando-se o arranjo de parcelas subdivididas (spHt- 

plot) com as culoivartp dispostas em subparcelas de dez plantas 

com cí^í^co repetições. Fora^m preparados quatro canteiros de 1,5 x 

2,5 m, sendo que dois deles foaam fumigados com brometo de 

metla (60 ml/m2), sob plástico preto selado por 48 horas. A 

adubação dos canteiros foi feita com 50 g/m2 de NPK 0-30-15. As 

sementes foaam inoculadas com Rhizobium japonicum Ni^oar (Km 19 

- BR 20 - Planai tina D.F. - CP 70008) na proporção de 1 kg de 

inoculante para 40 kg de semeenes. Foi feita a pré-germinação 

das sementes por 3 dias, seguindo-se de transplante para sulcos 

feios nos canteiros. Inoculou-se cada plantula pela deposição 

de 3 ml de inôculo (2 x 106 conidicp/ml) junto ao colo, na linha 

do solo, 24 horas apôs o transplante. Para cada cRivar 

incculou-pt um canteioo uunrigado e outuo não fumigado. 0 

espaçamento usado foi, de 0,5 m ennre linhas e uma população de 

20 plantas poo mmtro •insan nPesouss a ppodução de grãos de 

cada culoivii ao final do respectivo cccco, aaêm dé ter sido 

medido o peso de 100 sementes de cada parcela. Também foi 

avaliada a população de micrcespCtrôcics de C. davaui-im nos 

quatro canneiros segundo método de KRIGSVOLD & GRIFFIN (1975). 

Este método ccnspptt no peneiramento das amoosras de solo de 

cada um dos canteiros em duas penseras de malhas de 150 e 44 

micrômmticp, OraiamtnOc dos faagmentos orgânicos nelas retidos 

com NaOC a 0,25% por 30 segundos e plaqueamento da suspensão 

obtida em meio seletivo (10 g de sacarose, 15 g de peptona, 1 g 

de KH2PO4, 0,5 g de MgSS4.7H20, 0,5 g de oxgaai, 2,3 mg de



trabeidazoi, 50 ml de sulfato de ssttsptoaicing, 200 ml de

cloranf enicol , 75 mg de PCNB, 20 g de agar para 1 litro). As

placas foa^m incubadas por 5 dias á esa^eratura aaaiente (26o- 

28°C). Contou-se o núm^tro de colônias de C. davaUum que se 

desenvolveram nas placas, identiicanndo-se o fungo pela 

aairoloaía e cor castanha da colônia e pelo exame ao 

microscópio, quando ^coess^o.

0 nivel de infecção das raizes foi avaliado isolando-se o 

patôgeno de 20% das plantas de cada cuitivrr, de cada canteiro. 

0 itoraasnto foi feito em BDA contendo 300 ppm de clotrnienicoi, 

apôs desinfecção su^eí^ia de segmentos de 1 cm das raizes 

secundárias com solução de NaOCl a 1% por 30 segundos. Para cada 

cuitivrr, e cada tipo de solo, preparou-se 10 placas com 10 

segmentos de raizes cada uma.

3 - Virulência de isolados de C^ii^ndr^oci^a^dU^m cl^a^v^aitum.

3.1 - Oneem e manutenção dos iscados.

Foram itiiirados ti^eze isolados de C. davatum de 

diferentes hospedeeras (Tabela 1), todos procedentes do Dissrito 

Fedeeal com exceção dos isolados 970 e 971 de E. urophylla que 

são originários do estado do Parâ. A manutenção a curto prazo - 

atè 30 dias - foi feita em tubos de BDA através de repicagens 

periódicas e armazenamento a 18OC. Para a preservação a mmdio e



Tabela 1. - Origem dos isolados de Cylindrocladium divitum

utilizados no estudo de virulência.

Número do isolado Origem

UnB - 894 (ATCC 60587) soja {Glycine max)

UnB - 876 soja ( G. max)

UnB - 970 eucalipto (Eucalyptus urophylla)

UnB - 971 eucalipto (E. urophylla)

UnB - 1087 grão-de-biao {Cicer arietiuum)

UnB - 1092 teemoço {Lupinus muttlilis)

UnB - 1093 tremoço-branao (£. albus)

UnB - 1088 Voehysia tucanorum

UnB - 1090 k. rufa

UnB - 1127 V. cinammomea

UnB - 1194 V. elliptid

UnB - 1311 batata (Solatium tuberosum)

CNPH - 142 ervilha {Pisum satiuum)



a longo prazo utilizou-se o método de preservação em àgua 

destilada e esterilizada (FIGUEIREDO & PIMENTEL, 1975; DHINGRA e 

SINCLAIR, 1985).

3.2 - CaracteriaaQao dos isoaados.

3.2.1 - Identifiaação das espécies.

A identifiaação dos isolados de C. clavatum foi feita com 

base em HODGES & MAY (1972) e PEERALLY (1974). Foram mmeidos 

cinquenta conidios e vinte clavas de cada isolado, apôs 

crescimento dos mesmos em MLA por sete dias sob luz fluorescente 

co^ttinua, á tempeeatura de 22 - 26°C.

3.2.2 - Crescimento■e produção de esporos em MLA.

Para verificar o crescimento radial em mm e a produção de 

conidios pelos treze isolados de C.clavatum, discos de 5 mm de 

diâmetro obtidos de culturas de 6-7 dias em MLA, foaam 

inoculados em três placas por isolado.contendo o mesmo meio e 

mmanidas sob luz fluoretcrnte continua á temppeatura de 22 a 

26°C. Aos seis dias foi medido o diâmetro das colônias em 

milimetros. Aos 14 dias ret!LZ^u-te das placas 4 discos de 5 mm 

de diâmetro a paarir de 2 cm do centro das mesmas. Os discos 

foaam colo^c^ados em 5 ml de âgua esterilizadz em um tubo. Agitou- 

se manualmente durante 30 segundos para libeaação dos esporos e 

mmeiu-se a concentração em um hemmcítômeero.



3.2.3 - Patrgenicieaef de um isolado de soja a diferentes 

espécies h^í^f^E^f^efras.

0 isolado UvB - 894 (ATCC 60587) foi -noculaeo em outras

legumvosa5, em condições de casa de vegetação, á temppeatura de 

18 a 31°C. Foram testados: lentilha (Lens culinaris L.) c^!.ti^v^ar 

Precoz, ervilha (Psaum satvwm L.) luatioir Mikado, feijão 

(Phaseolts vulgaris L.) c^uti^v^ar Ccaioquinha, tremoço-bravco 

(Lipints albts L.), uma variedade comeerial de grãr-ee-bicr 

{Cicer arieiiiutn L.) de semente branca e como tfsfemavha, soja 

’Cristalina’. Foram utii^iad^a^s caixas plásticas (48 x 30 x 10 

cm) contendo solo esteril^ado. Apôs semeadura e germinação, 

foaam inrcalaers lotes de dez plantas de cada espécie, através 

de dois méstodos. 0 primeiro lrncistia ,na deposição de 2 ml de 

inôculo (3 x 10* conieirs/il) junto ao colo de cada plantula e, 

o segundo, na Colocação junto ao colo, 1-2 cm abaixo da IV^I^í do 

solo, de discos de 15 mm de diâm^ltro de colônia especulada em 

8DA e contendo " iicroefslerôcirs. A idade das culturas foi■de 7 

dias. Apôs 15 dias as plantulas fora^m retiaadas e observadas 

quanto â ocorrência de sinoomas.

3.2.4 - Virulência de diferentes isolados de C. davatum em

genôtipos. de soja.

Treze isolados de C. clavaium (Tabela 1) foram -noculaeos 

vas luativirfs Savava, Cristalina, Harosoy, IAC - 2, FT-20 e no



PI 398733. As plantulas foaam inoculadas por imersão das raizes

em suspensão de 10s conldios/ml, e incubação feita em câmara

úmida a 25°C, conforme método jâ deescito no ieem 1. 0

^^^amento estatístico usado foi o fato'ial com três

repetições compootas de duas plantulas para cada combinação

genntipoZitzlzdz. A avaliação foi feita apôs seis dias com base 

em escala de notas (Figura 2).

4 - Método de inoculação no hipocôtilo para seleção de plântulas 

de soja resistentes a Cylindrocladiun clavatum

Obssr-vou-se que C. clavatum causava também lesões de 

tamanho variável no hipoccttlo de plantulas inocu^das. 

(J^izando-se uma mooíficação da técnica desscita por LAZAROVITS 

et z1.(1980), testou-se .o efeito de diferentes concentrações de 

intculo nas cultivares FT-20 e Cistal:^ra. P^ntulas sadias 

obtidas apôs prê-geminação das sementes em rolo de papel a 25°C 

por 5-6 dias, foaam colocadas na posição horizontal 'sobre uma 

folha de isopor medindo 34 x 25 cm sobre a qual foaam postos 

dois su^c^rtes de isopor paralelos â mmaor largura e distantes um 

do outro 5 cm. Nestes tu^c^rtet foram cortados vinte encaixes. As 

plântul-as foaam hoaizoutalmeute colocadas lado a lado, apoiadas 

nestes encaixes. A folha de isopor era então colocada dentro de 

uma câmaaa úmida de acr-Uíco medindo 37 x 30 x 18 cm. As raizes 

das plantulas foaam cobeatas com uma folha de papel do tipo 

Kimpak, umeedeido com âgua eStérl. Foaam feitcs ferimentos 

tuporficizit no terço inferior do hipoectilo com a ponta de um



essi^te e, em seguida, prccndnu-sn a incculsçãc por deposição 

de duas gotas de 5 ilcrolitt'ri de suspensão de esporos sobre o

ferimento (Figura 3). Foi testado o isolado UnB 894 nas

concentrações de 1,6 x 103 , 1,6 x 104 , 1,6 x 105 e 1,6 x 106

c(lnidirs/il, em quatro repetições de duas plantulas seguindo um

arranjo inteisamnnin cssuaSizado para cada combinação

cultisarCroncnntsaçãr.. As caixas foram cobertas com plástico

transparente e incubadas a 25°C com frtrenrirdr de 12 toras. As

avaliações foram feitas disKa^n^ stè o quinto dia da

imcdlação com uma escala de a 4, onde zero

indicava tipocôtilo sem lesões visíveis; 1, hieocòti]Lr com uma

supprficisis de mm; 2,

tipccôttlo com lesões de 6 - 10 mm coalescendo e tomando stè 25%

do disco do hiporCtilr; 3, tipocôtilo com lesão escura de 11

n^l^as de zero

1 5

15 mm de com p^i^^i^1t.o tomando de 25% a. 50% da àrea do disco do

tipiocctilo e 4, lesão escura com copppipento supe^or a 16 mm

tomando mais que 50% da àrea do disco, causando nsiranguaapnnic

(Figura 4). Com método estabelecido fosap testados trezeo

genòtipõs usando-se a - concentração de 1-2 x 104 ôonidics/al e

avaliando-se no segundo e quinto dias apôs a incculsçãc. As 

plantulas usadas como tnsnppunta traSadss apenas com gotas 

de àgus estenlisads e o dnlnneaannic estaSisiicc usado foi o 

in1^ersanntn ôssualizsdc com quatro repetições.



Figura 3 - Método para inoculação de Cylindrocladium clavatum no 

hipocôtilo de plantulas de soja.



M 4

/ 1 I

hipocòtilo, da esquerda para a direita, de 0 a 4.

Figura 4 Escala de notas utilizada para avaliação de

severidade de sintomas de Cylindrocladium clava tum no



5 - Inoculação foliar em cultivares resistentes e suscetíveis

Com o objetivo de verificar a possível correlação entre a 

resistência a C. clavatum na raiz e no tecido da folha, 

cultivares resistentes e suscetíveis foram comparadas. Utilizou- 

se o método empregado por BEEK et al. (1985), inoculando-se em 

folhas destacadas colocadas em meio de agar-àgua com cinetina 

(AAC) (6 g de agar, 0,1 ppm de cinetina por litro). Em todos os 

testes foi utilizado o isolado UnB - 894 nas concentrações de 

1-2 x 104 , 105 , 106 conidios/ml. As cultivares FT-20 e 

Cristalina foram semeadas em vasos em casa de vegetação e apôs 

20-25 dias os foliolos da primeira folha trifoliolada foram 

destacados, tratados com solução de hipoclorito de sódio a 1%, 

secos em papel de filtro e colocados, um por placa, sobre meio 

de AAC. Em seguida preparou-se as suspensões de inôculo e 

depositou-se com micropipeta de 50 microlitros duas gotas de 

inôculo sobre cada foliolo. Incubou-se as placas em câmara de 

crescimento a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. ‘Para cada 

tratamento foram utilizadas cinco repetições, seguindo um 

delineamento fatorial inteiramente casualisado. As avaliações 

foram feitas no segundo, quinto e sétimo dias após a inoculação, 

medindo-se com uma régua o diâmetro das lesões em mm. Treze 

cultivares de soja foram inoculadas usando-se este método e 

empregando-se a concentração de 1-2 x 106.



6 - Análises estatísticas

Para análise dos resultados foram aplicados testes não- 

paramètricos quando a avaliação era feita por escala de notas 

(SIEGEL, 1975). Utilizou-se a análise de Kruskal-Wallis, 

comparável á prova F paramètrica e â prova U de Mann-Whitney, 

para comparação de pares de médias. Quando não se utilizou 

escala de notas, foi empregada a análise de variância (teste F) 

e o teste de Tukey a 5% para comparação de médias (GOMES, 1982).



RESULTADOS E DISCUSSÃO

1 - Método para seleção de germoplasma de soja resistente a

Cylindrocladium clavatum.

1.1 - Efeito da temperatura e da concentração do inòculo.

Os sintomas de podridão nas raizes tornaram-se mais 

evidentes a partir de três dias apôs a inoculação, quando jà se 

notavam lesões no colo das plantulas. Aos seis dias, época da 

avaliação, as plantulas mostravam além da podridão escura na 

raiz principal, lesões no hipocòtilo e cotilèdones. A partir da 

concentração de 4xl05 conidios/ml notou-se também uma redução no 

crescimento das plantulas. Como pode ser observado na Tabela 2* 

o aumento na concentração do inòculo produziu um aumento 

significativo na severidade dos sintomas em todas as 

temperaturas testadas, exceto â 30°C. Pela análise de variância 

verificou-se que tanto o efeito da concentração quanto da 

temperatura foram significativos. A temperatura de 25°C diferiu 

de 15 e 20°C mas não houve diferença significativa de 30°C. 

Apenas quando se empregou a concentração 4 x 106 conidios/ml 

pode ser detectada diferença significativa entre as temperaturas 

de 25 e 30°C. De acordo com BOLKAN et al. (1981) a temperatura 

ótima para o crescimento micelial e germinação de conidios de C. 

clavatum està entre 25 e 28°C. A temperatura de 25°C foi também 

a que mais favoreceu a sobrevivência de microescleròcios no solo



Tabela 2 - índice médio de doença1 (ID) de plantulas de soja cv. 

Cristalina inoculadas com Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) 

em diferentes concentrações de inòculo e diferentes 

temperaturas, medidos seis dias apôs inoculação.

1 Média das notas por 15 plantulas, baseada em escala de 0 a 4.

2 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não 

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

3 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

Concentração 

do inòculo 

(conidios/ml)

ID

15

Temperatura

20

(°C)

25 30

4 x 10^ 1,3 a1 2A3 * 2,5 aB 2,8 aC 2,9 aC

4 X 105 1,7 bA 2,9 bB 3,3 bC 3,3 aC

4 X 106 2,3 cA 3,0 bB 3,7 cC 3,2 aB

Média 1,8 A 2,8 B 3,3 C 3,1 C



(ALMEIDA & BOLKAN, 1981 a). Temperaturas entre 24-28°C foram as 

mais adequadas para a produção de microesclerôcios "in vitro" 

por outras cinco espécies de Cylindrocladium estudadas por 

HUNTER & BARNETT (1976). Além disso, á temperatura de 25°C 

(Tabela 2) houveram diferenças significativas entre as três 

concentrações de inôculo testadas. A concentração de 4 x 104 

conidios/ml produziu um Índice médio de 2,8 para a cv. 

Cristalina e mesmo nesta concentração não houve escape e as 

plantulas apresentaram sintomas típicos de podridão de raiz e 

do colo, não ocorrendo sintomas muito drásticos de redução de 

crescimento e morte de plantulas. Desta forma, considerou-se 

esta concentração, associada â temperatura de 25°C, como 

condições adequadas para seleção de germoplasma resistente, por 

não maximizar a doença e permitir também o reconhecimento de 

cultivares de reação intermediária.

1.2 - Comparação entre métodos de inoculação em câmara de 

crescimento e em casa de vegetação.

Em condições de câmara de crescimento, ã temperatura de 

25°C, o método de imersão das raizes mostrou-se mais eficiente 

que o método de inoculação no colo, produzindo índices de 

doenças superiores mesmo a baixas concentrações (Tabela 3). Em 

condições de casa de vegetação os sintomas desenvolveram-se mais 

lentamente e a avaliação foi feita apôs 25 dias da inoculação. 

0 método de imersão das raizes em suspensão de esporos e 

posterior transplante para o solo esterilizado resultou em 



Tabela 3 - índice médio de doença1 (ID) de plântulas da cultivar 

Cristalina apôs seis dias da inoculação com Cylindrocladium 

clavatum (ATCC 60587) através de dois diferentes métodos em 

concentrações crescentes de inôculo.

1 Média das notas de 12 plântulas baseada em escala de 0 a 4.

2 Imersão - imersão das raizes em suspensão de esporos por 1 

hora e posterior transplante para caixa de acrílico contendo 

papel "Kimpak" umidecido;

No colo - deposição de 1 ml de suspensão de esporos junto ao 

colo de plântulas crescendo em solo esterilizado.

3 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não 

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

4 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

Concentração ID

de inôculo

(conidios/ml)

Método de Inoculação1 2

Imersão No colo

4 x 103 1,6 a3 A4 0,6 a B

4 x 104 2,7 b A 1,5 b B

4 x 105 3,2 c A 2,3 c B

4 x 10^ 3,3 c A 3,4 d A



niveis superiores de doença do que os demais métodos testados 

(Tabela 4). 0 transplante das plantulas seguido de inoculação

pela deposição de quantidade definida de inôculo junto ao colo, 

aparentemente não predispôs as raizes á infecção, pois este 

método não diferiu da inoculação no colo apôs semeadura direta 

no solo, sem o transplante. LOPES & REIFSCHNEIDER (1982) também 

utilizaram método de imersão das raizes em suspensão de esporos 

por 30 segundos para testar a patogenicidade de C. clavatum á 

ervilha. 0 método produziu um rápido desenvolvimento dos 

sintomas que podiam ser observados a partir de 4 dias apôs a 

inoculação. BITTENCOURT et al. (1985) testaram a patogenicidade 

de Fusarium solani â ervilha pela imersão das raizes em 

suspensão contendo 106 a 108 conidios/ml durante 3 minutos e 

posterior transplante para solo esterilizado. Embora muitos 

autores tenham utilizado a infestação artificial do solo 

(DIANESE et al., 1986; RIBEIRO & DIANESE, 1986; ALMEIDA & 

BOLKAN, 1981 c ; DATNOFF & SINCLAIR, 1988), o método de imersão 

das raizes geralmente dà resultados similares âquelés obtidos 

infestando~se o solo, porém, os sintomas são mais severos e 

aparecem mais cedo, o que è bastante desejável em um programa de 

seleção onde ê preciso testar grande número de genôtipos em um 

curto espaço de tempo (DHINGRA & SINCLAIR, 1985). 0 método de

imersão das raizes mostrou-se eficiente, tanto em condições de 

câmara de crescimento quanto em casa de vegetação, para a 

produção de sintomas da infecção de C. clavatum em raizes de 

soja. A uniformidade, ausência de escape e maior severidade de 

doença são as principais vantagens do método e são também



Tabela 4 - índice médio de doença de plantulas da cultivar

Cristalina submetidas a quatro diferentes métodos de inoculação 

de Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587), em condições de casa 

de vegetação.

Método de Inoculação1 índice mèdic) de doença2

Infestação do solo 1,5 a3

No colo 2,3 b

Prè-germinação/colo 2,4 b

Pré-germinação/imersão 3,3 c

3 Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, a 5% de

probabilidade, pela prova U de Mann-Whitney.

1 Infestação do solo - adição de 15 ml de suspensão de esporos á

500 g de solo esterilizado;

No colo - deposição de 2 ml de suspensão de esporos junto ao 

colo das plantulas apôs 7 dias da semeadura;

Prè-germinação/colo - prê-germinação das sementes em papel 

Germitest a 25°C por 3 dias, transplante para solo e deposição 

de 2 ml de suspensão de esporos junto ao colo;

Pré-germinação/imersão prè-germinação como no método

anterior, imersão das raizes em suspensão de esporos por 1

hora e transplante para solo esterilizado.

2 Média das notas de 5 repetições, baseada em escala de 0 a 4.



características muito úteis em um processo de seleção de fontes 

de resistência. A principal desvantagem, porém, è que devido a 

maior severidade de doença produzida, genôtipos com resistência 

intermediária não são detectados.

2 - Seleção de germoplasma de soja resistente a Cylindrocladium 

clavatum.

Foram avaliadas 457 genôtipos de soja, entre cultivares, 

linhagens e introduções (PI), em condições de câmara de 

crescimento. Os indices de doença, ou seja, a média das notas, 

em escala de 0 a 4, variaram de 1,0 a 3,6, mostrando a 

existência de variabilidade quanto á reação ao patògeno 

(Tabela 5). Utilizando a técnica estatística de grupamentos ou 

"clusters", a variável nota foi usada para criar uma medida de 

distância entre os genôtipos, agrupando-os de acordo com suas 

semelhanças ou menores distâncias em quatro classes (Figura 5). 

A classe 1, considerada resistente, foi constituída' por sete 

genôtipos: FT 81-2559, FT - 20, IAC - 2, Harosoy, Beeson, 

Dare e PI 398733, que apresentaram indices de doença inferiores 

a 1,5. Aproximadamente 94% do material testado foi agrupado nas 

duas classses intermediárias; apenas 21 foram altamente 

suscetíveis com índices superiores a 3,0.

Não houve relação entre duração do ciclo das cultivares e 

resistência ao fungo, pois cultivares precoces como FT - 20 e 

outras tardias como IAC - 2 mostraram-se resistentes. Também não 

se observou relação entre resistência e cor do tegumento da 



Tabela 5 - índice médio de doença1 (ID) de cultivares, 

linhagens e introduções de soja apòs 6 dias da inoculação com 

Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) na concentração de 

4 x 104 conidios/ml.

Genôtipo ID

Dare, FT 81-2559, PI 398733 1,0

FT-20 (Jaú) 1,1

Beeson, IAC-2 1,3

Harosoy 1,4

BR 81-6815, D 64-4485, FT 80-30038, FT 80-4280,
FT 82-44968, Hutton, OCEPAR 8, PI 171451,
PI 230973, PI 340021B, PI 374168, PI 374186,
PI 416810, PI 424616, Swift, S-100, T 104,
T 176, T 255', UFV/ITM 1 1,5

Ranson, BR 79-1540, BR 83-8977, PI 399126,
São Gabriel, BR 82-5467, BR 83-1257,BR 84-4736,
BR-5, PI 170899, PI 399053, PI 417386, Protana,
R-61838, Semente Pequena 1,6

BR 83-5466, IAC-14, OCEPAR 6, PI 230971,
PI 416828, PI 92743, Timbira,União,FT 80-25356,
FT 84-43359, FT 84-66761, PI 374159 1,7

, Amsoy, 
80-25054, 
84-65888 
157487, 
284816,

T 223,

BR 80-20414, BR 84-4740, Buffalo, 
FT 81-1720,FT 82-4954,FT 84-45874, 

, FT-18 (Xavante).GO 81-11174,IAC-4 
PI 
PI

PI 208434\ 

Santa Rosa, 
Wabash, 

IAS 5, 
181567,

PI 181556,
PI 417422,
T 252, Tracy,

Guavira (MSBR-18), 
IAC-7, J-200,

Boone, BR 80-18917, 
MG 84-392, PI 200505

180151, 
340899,

T 229,

Abura
FT
FT
PI
PI
T 201,
Woodworth,
FT-17 (Bandeirantes), 
PI 398580,
D 66-10955,

PI
Céu Azul 1,

1,8

FT-2, BR 79-31339, BR 80-14222, BR 80-6760,
BR 80-6778, BR 84-7788, BR 85-10488,BR 85-3652,
BR-27, Clark 63, D 61-4269B, F 83-9192,
FT 80-25355, FT 80-25424,
FT 80-50076, FT 82-65686, 
IAC-Foscarin 31, Paraná,

FT 80-32405,
FT-5 (Formosa), 

Paranagoiana,



Tabela 5 (continuação)

Genòtipo ID

PI 205899, PI 376070, PI 381679, PI 381682,
PI 398487,PI 82184 S,PI 86045 S,Prata do Norte,
TGM 693,Tropical,UFV-9 (Sucupira), FT 80-25250,
São Carlos, IAC-9, FT-14 (Piracema), Tiarajú 1,9

FT-7 (Tarobà), Arksoy, Austin, BR 79-32849, 
BR 79-6217, BR 82-1166, BR 82-1173 RC1, 
BR 83-1168, BR 84-270, BR 84-4735, BR 84-4739, 
BR 85-119, BR 85-19360, 8R 85-3649, BR 85-3658, 
BR 85-3671, BR 85-8505, BR-1, BR-3, CEP-10, 
Crawford, Cutler 71, D 62-7802, D 64-4603, 
D72-7944, Década, EMGOPA 301, EMGOPA 303,Essex,

31721, FT 79-1506, FT 80-24063,
80-25284,FT 80-25298,FT 80-25363,FT
80- 30026,FT 80-30029,FT 80-30145,FT
81- 1866,FT 81-32537,FT 83-31240, FT
84-60743,FT 84-62429,FT 84-63787,FT

FT-19, FT-2T.FT-8 (Araucária),

FT 80-25283,
80-25500,
80-32403,
83- 31900,
84- 66162,

FC
FT
FT
FT
FT
FT-10 (Princesa),
FT-9 (Inaê),Garimpo (MG8R 22),Gatan,G0 83-16067 
GO 83-16069,
GO BR 83-41004,

• Hardee,
N 60-5136,
Paranaiba,
PI 170891,
PI 227687,
São Luiz-1
T 153,

GO 83-17041, 
GO BR 83-51012, 

N 59-6825, 
5 Piquiri, 
PI 170889, 
PI 208430, 
PI 342002, 

Sulina,

83-16097, 
BR 83-51007,

, xrv 12, Ivai, McCall, 
OCEPAR 4 Iguaçu, OCEPAR 

Pequi.PI 123440,PI 165524, 
PI 170895, 
PI 238928,
Scott, Sertaneja,

GO
GO

IAC-11, IAC-12

»
Yelnanda

PI 205915,
PI 240665,

Shore,
2,0

FT 80-30031, BR 82-4843, BR 83-6288, BR 83-8447,
BR 84-122, 8R 84-4716, BR 84-4729, BRAS 83-1582,
CPAC 83-42, EMGOPA 302, FT 79-3637, FT 80-25402,
FT 80-30146,FT 80-30736,FT 84-30026,FT 84-63219,
FT-11 (Alvorada), FT-13 (Aliança), FT-16,
GO 83-16629, GO BR 83-58035, GO BR 83-60040,
Lincoln, Peking,PI 165947, PI 259542, PI 339866,
PI 340009, PI 417084, PI 96035, Viçoja,
MBS-1 (PUB. CINZA), Planalto, TGM 737 2,1

BR 83-6508, Biloxi, Cobb, IAS 3 Delta, Monetta,
PI 285097, SEL 419,D 62-7803, IAC-8.BR 83-10422,
EMGOPA 304, LO 75-10165, Mineira, PI 85490 2,2

BR 79-6276, BR 82-2198, BR 85-14823, BR 85-18207,
BR 85-19468, BR 85-1962, BR-4, Doko, FT 80-25220,
FT 80-4954, FT 83-30029, FT 84-64517, FT-15, FT-4,



Tabela 5 (continuação)

Genòtipo ID

FT-Estrela, GO 83-15081, GO BR 85-62014,
GO BR 85-63012, Invicta, IPAGRO-21, MG BR 84-326,
Nova IAC-7, OCEPAR 9 SS1, Pérola, PI 171443,
PI 239236,Portage,San Ming 73-11,UFV-7 (Juparanã),
Coker 136, FT 84-6403, IAC-5, Aroyelles, IAS 4,
PI 175185, Lancer, Sant’Ana, Bossier, Centennial,
FT 80-25246, N 46-2652 2,3

BR 83-9312, BR 85-2288, CEP-12 (Cambará), 
CEP-16 (Timbô), FT 80-32401, FT-l.FT-12 (Nissei), 
FT-Seriema, GO 83-34012, Ivorà, PI 323563, 
PI 323566, PI 416961, PI 90251, PI 90495, 
Santa Rosa Marron 3, UFV-Araguaia, BR 84-6160,
FT 80-25158, FT 84-66721, GO BR-26, GO BR-27, 
MG BR 84-352, PI 274508, PI 159923, BR 81-3195, 
FT 84-62876, JEW-45, MG 84-343 2,4

BR 80-15955, BR 83-5391, BR 84-4662, BR-12, 
BR-14 (Modelo), Cristalina, D 71-9241, D 71-9289, 
FC 30967, FT 84-61679, FT-Cometa, FT-Jatobà, 
GO 83-16639, GO BR 83-40025, GO BR.85-61028, 
Industrial, Júpiter, OCEPAR 2 Iapò, PI 166140, 
PI 210353, PI 60273, PI 84642, Steele, 
UFV-10 (Uberaba), UFV-5, Vila Rica, Williams

BR-2, FT 84-61784, FT 84-63014, GO 83-16010,
D 69-8201, São Luiz, BR 84-4715, F 60-2464,
FT 84-64512, GO 83-30063, GO 83-30068,GO 83-33011,
GO BR 85-63005, IAC-6, PI 330635, Rillito, T 180 2,6

BR 84-4698,BR 84-4783, Majôs,BR-ll, Campos Gerais,
Davis, FT 84-45989, BRAS 83-2577, FT-3 2,7

BR 84-4752, Dourados, FT 80-25501, FT 84-45974,
LC 72-749, PI 200 547, PI 417502, Rhosa PI 324924,
Semmes, UFV-8 (Monte Rico), Andrews, PI 96089 2,8

BR-13 (Maravilha), BR-8 (Pelotas),
Kuradaizu.PI 171436, PI 228065, UFV-1

HP 963,
2,9

BR 85-20398, BR-10 (Terezina), CNS-4, Columbus
D 60-8922A, D 62-7814, FT 80-25381, 
FT-6 (Veneza), FT-Maracaju, Kent 
PI 174852, PI 159319, PI 165675, 
PI 215693, PI 323580, PI 360851,

FT 80-30143 
Numbai ra 

PI 181566 
PI 371607

PI 381671, PI 416787 3,0



Tabela 5 (continuação)

Genòtipo ID

BR-9 (Savana), D 70-8444, D 72-7852, Jackson, 
PI 171441, PI 200510, PI 381669, Tarheel Black, 
FT 84-65462, PI 210350 3,1

PI 200447 3,2

K 28-A, PI 170893, PI 340045 3,3

PI 230977 3,4

Bragg, D 72-7724, IPAGR0-20, OCEPAR 3-Primavera, PI 157440 3,5

D 548-43 3,6

1 Média das notas de 8 plantulas baseada em escala de 0 a 4.
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Figura 5 - Distribuição de genòtipos de soja agrupados em 4 

classes distintas quanto â resistência a Cylindrocladium 

clavatum (ATCC 60587), a saber: resistente (1), intermediâria- 

resistente (2), intermediària-suscetivel (3) e suscetível (4); e 

seus respectivos índices de doença (ID).



semente. Muitos autores tem relacionado a resistência do teijao 

a Rhizoctonia solani â cor escura da semente (PRASAD & WE1GLE 

1976, CARDOSO et al. 1978). A introdução PI 398733 apresenta 

sementes de tegumento preto, no entanto, as demais cultivares 

que apresentaram semelhante reação de resistência possuem

sementes cujo tegumento ê amarelo. A linhagem FT 81-2559 e a

cultivar FT 20, apesar de terem mostrado resistência, não

possuem parentais comuns (GILIOLI, comunicação pessoal). Já

Beeson Dare apresentam um ancestral comum: Ogden. Sendo assim,

seria interessante investigar mais detalhadamente a filogenia

destes genôtipos e testar a reação de seus ancestrais ao

e

patôgeno.

Em um segundo experimento testou-se o efeito de diferentes

niveis de inôculo nas cultivares Cristalina e FT-20 (Tabela 6).

Verificou-se que nas concentracões entre 1,4 x 104 e 1,4 x 10s 

conidios/ml não houve diferença significativa entre as médias 

das notas para a cv. FT-20 nas três épocas de avaliação. Mesmo 

aos três dias apôs a inoculação foi possivel detectar ‘diferenças 

entre os genôtipos usando-se as concentrações de 1,4 x 10s e 1,4 

x 106 conidios/ml. No sexto e nono dias, diferenças entre os 

genôtipos foram significativas mesmo na concentração mais baixa 

(1,4 x 104 conidios/ml).

Em um experimento posterior, em casa de vegetação, as 

cultivares prè-selecionadas como resistentes foram comparadas ao 

padrão de suscetibilidade ’Cristalina’ tanto em solo autoclavado 

quanto em solo natural. A Tabela 7 mostra os indices de doença 

obtidos apôs avaliação por escala de notas. As diferenças entre



Tabela 6 - índice médio de

cultivares Cristalina e FT-20, 

com Cy 1 i ndrocl adi um clava turn

doença1 (ID) de plantulas das

2 Cristalina.

3 FT - 20.

4 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não 

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

5 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha, para cada 

dia de avaliação, não diferem entre si pela prova U de Mann- 

Whitney (P<0,05).

3, 6 e 9 dias apôs a inoculação

(ATCC 60587) em concentrações

c rescentes.

Concentração 

de inôculo

(conidios/ml )

Dias
ID 

apôs a inoculação

1 
to 

l

i 
i

i 
i

1 
(M 

1

1 
Q 

1

1 
l

1 
11i

F2 3
6

C
9 

F C F

1,4 x 103 0,9a4A5 OaB 1,4aA 0,5aB 1,6aA l,3aA

1,4 x 104 1,5bA 1,4bA 2,4bA l,6bB 2,9bA 2,0bB

1,4 x 105 2,5cA 1,6bB 3, OcA l,9bB 3,8cA 2,4bB

1,4 X 105 3,9dA 2,3cB 4,0dA 3,5cB 4,OcA 3,5cB

1 Média das notas de 8 plantulas baseada em escala de 0 a 4.



Tabela 7 - índice médio de doença1 (ID) de cultivares de soja 

apôs inoculação de Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) em 

condições de casa de vegetação.

1 Média das notas (escala de 0 a 4) de 5 repetições.

2 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

3 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

Genôtipo
ID

solo autoclavado solo natural

Cristalina 2,9 a1 2 A3 1,8 a B

Dare 2,3 a b A 1,4 a B

Beeson 1,9 b c A 1,4 a A

PI 398733 1,8 b c A 1,4 a B

IAC-2 1,5 c d A 1,3 a A

Harosoy 1,4 c d A 1,1 a A

FT-20 1,3 d A 0,6 b B

FT 81-2559 — 0,1 c

Média 1,9 A 1,1 B



cultivares e também entre os dois tipos de solo foram 

significativas como demonstrou a análise de variancia.

Em solo autoclavado os indices de severidade foram 

superiores aos indices obtidos em solo natural para as 

cultivares Cristalina, Dare, PI 398733 e FT - 20 mas a diferença 

não foi significativa para Beeson, IAC 2 e Harosoy. A cultivar 

Cristalina diferiu de todos os genôtipos com exceção de ’Dare’, 

no solo autoclavado. A maior suscetibilidade apresentada por 

’Dare’ neste experimento pode ser devida A mais alta 

concentração de inôculo usada. Jà em solo natural, os baixos 

indices de doença obtidos não permitiram uma separação melhor e 

mais clara entre as cultivares resistentes e ’Cristalina’ que 

diferiu apenas de FT - 20 e FT 81-2559.

Com relação á variável peso seco das raizes (Tabela 8), 

observou-se uma redução significativa dé peso das raizes para a 

cultivar Cristalina (aproximadamente 70%) no solo autoclavado. 

Esta redução não foi tão marcante no solo natural 

(aproximadamente 40%), não sendo assim possivel detectar 

diferenças entre as cultivares com base neste parâmetro (Figura 

6). No solo autoclavado, Cristalina diferiu apenas das 

cultivares FT - 20 e Beeson mas não das demais quanto ao peso 

seco das raizes (Figura 7).

No experimento conduzido em condições de. campo observou-se 

o efeito do fungo sobre a produção de grãos das diferentes 

cultivares, em solo fumigado e em solo natural (Tabela 9). Os 

dados foram analisados utilizando-se a diferença de produção 

entre uma parcela testemunha e a parcela inoculada. Não se 



Tabela 8 - Proporção do peso seco (.g) das raizes de diferentes 

cultivares de soja em relação ás suas testemunhas apôs 

inoculação de Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) em condições 

de casa de vegetação.

Genôtipo solo autoclavado solo natural

Cristalina 0,331 ai A1 2 0,624 a B

PI 398733 0,450 a b A 0,868 a B

Harosoy 0,479 a b A 0,687 a A

Dare 0,481 a b A 0,768 a B

IAC-2 0,575 a b A 0,632 a A

Beeson 0,687 b A 0,889 a B

FT-20 0,709 b A 0,812 a A

FT 81-2559 __ 0,827 a

Média 0,530 A 0,763 B

1 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

2 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).



Figura 6 - Aspecto das raizes de plantas da cv. Cristalina apôs

25 dias da inoculação de Cylindrocladium clavatum em solo 

natural (esquerda) e em solo autoclavado (direita).



Figura 7 - Raizes de plantas das cultivares FT - 20 (.esquerda) e

Cristalina (direita) apôs 25 dias da inoculação de

Cylindrocladium clavatum em solo autoclavado.



Tabela 9 - Porcentagem de produção de diferentes cultivares de 

soja apôs inoculação de Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) em 

solo fumigado e natural.

% Produção i

Cultivar solo fumigado2 solo natural

Cristalina 79,8 119,9

Savana 62,9 102,9

IAC - 2 112,5 107,7

FT - 20 132,8 127,7

1 % Produção - (produção média de grãos (g) das parcelas

inoculadas / produção média de grãos (g) das parcelas

testemunhas) x 100.

2 Aplicação de 60 ml de brometo de metila/m2 de canteiro.



detectou diferença significativa entre cultivares e entre os 

dois tipos de solo. A interação cultivar x solo também não foi 

significativa.

A produção de grãos em soja è função de muitos fatores, 

incluindo clima, adubação, cultivar, umidade, pragas e doenças 

(MASCARENHAS, 1982). Patôgenos do sistema radicular são capazes

de causar prejuízos, afetando a produção (YORINORI, 1982; LEATH 

& CAROLL, 1982; KILLEBREW et al. , 1988). Neste experimento,

entretanto, apenas foi observada redução na produção das 

cultivares Savana e Cristalina no solo fumigado. Observou-se que 

para as cultivares IAC - 2 e FT - 20, e todas as cultivares no 

solo natural, houve um aumento na produção em relação ás 

parcelas não inoculadas. ’Não foi possível, também, detectar 

diferenças no comportamento das cultivares quanto á resistência 

ao patôgeno utilizando-se este parâmetro. Em inoculaçÕes 

artificiais, maiores danos às raizes foram causados quando C. 

clavatum, Neocosmospora spp. e R. solani estavam presentes, 

indicando um provável efeito sinergistico entre õs mesmos 

(DIANESE et al., 1986). Provavelmente sob condições favoráveis e 

interagindo com outros patôgenos, C. clavatum poderia causar 

danos significativos á cultura. A Tabela 10 sumariza os dados 

obtidos para a variável peso de 100 sementes. 0 efeito da 

cultivar e da interação cultivar x tipo de solo não foram 

significativos. Apenas o efeito do tipo de solo foi 

significativo ao nível de 5%, indicando que no solo fumigado o 

efeito sobre a redução do peso das sementes foi menor que no 

solo natural.



Tabela 10 - Porcentagem do peso de 100 sementes de diferentes 

cultivares de soja apôs a inoculação de Cylindrocladium clavatum 

(ATCC 60587) em relação ás suas testemunhas, em solo fumigado e 

solo natural.

Cultivar

% Peso de 100 sementes1

solo fumigado1 2 solo natural

Cristalina 88,1 76,9

Savana 95,0 96,1

IAC - 2 92,4 92,9

FT - 20 100,0 99,9

Média 93,9 a3 91,5 b

1 % Produção = (peso médio de 100 sementes (g) nas parcelas 

inoculadas / peso médio de 100 sementes (g) nas parcelas 

testemunhas) x 100.

2 Aplicação de 60 ml de brometo de metila/m2 de canteiro.

3 Média seguidas pela mesma letra na linha não diferem entre si 

pelo teste F (P<0,05).
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A Tabela 11 mostra o número de colônias recuperadas de 

segmentos de raizes secundárias, das quatro cultivares em estudo 

nos diferentes tratamentos aplicados ao solo. Observou-se uma 

maior frequência de isolamentos de C. clavatum no solo fumigado 

e inoculado, para todas as cultivares. Para a cultivar 

suscetível Cristalina este número foi cinco vezes superior a 

frequência obtida no solo natural e inoculado. Mesmo no solo 

natural e não inoculado, a cultivar Savana mostrou uma alta 

frequência de colônias de C. clavatum nas raizes secundárias, 

que pode ser devido a maior suscetibilidade da cultivar e 

também a uma disseminação mais rápida da infecção por todo o 

sistema radicular. Quando se recuperou o patògeno do solo, apôs 

quatro meses da inoculação, observou-se uma população maior no 

solo fumigado e inoculado, comparada aos outros solos 

(Tabela 12). Os resultados acima obtidos, aliados a maior 

severidade de doença observada em solo autoclavado que em solo 

natural, em casa de vegetação, sugerem a ocorrência de supressão 

do patògeno em solos naturais. Também RIBEIRO & DIANESE (1986) 

relataram indices de severidade superiores em solos cultivados e 

autoclavados do que em solos naturais de cerrado.

Solos supressivos são definidos como solos nos quais o 

desenvolvimento da doença è suprimido mesmo que o patògeno seja 

introduzido na presença de uma hospedeira suscetível (HUBER & 

SCHNEIDER, 1982). Embora existam condições favorâvis de umidade, 

pH, temperatura e outros fatores ambientais, o patògeno não se 

estabelece no solo, ou estabelece-se mas não produz doença, ou

estabelece-se produz doença por um determinado periodo



Tabela 11 - Frequência de colônias de Cylindrocladium clavatum

isoladas de fragmentos de 1 cm de raizes secundárias de quatro

cu1tivares de soja, submetidas a diferentes tratamentos de solo.

Cultivar
Frequência por 100 f ragmentos

FI1 FNI NI NNI

Cristalina 20 11 4 1

Savana 11 4 8 10

IAC - 2 8 2 6 0

FT - 20 10 8 4 5

1 FI - solo fumigado e inoculado com Cylindrocladium 

clavatum (ATCC 60587), aplicando-se 3 ml (106 conidios/ml) de 

inòculo por planta;

FNI - solo fumigado, não inoculado;

NI - solo natural, inoculado;

NNI - solo natural, não inoculado.



Tabela 12 - Número de microesclerôcios de Cylindrocladium 

clavatum recuperados por grama de solo, 4 meses apôs apliacação 

de diferentes tratamentos ao solo.

T ratamento1 Microesclerôcios / grama de solo seco

FI 6,1 1 2

FNI 0,3

NI 3,4

NNI 2,9

1 FI - solo fumigado (60 ml de brometo de metila / m2) e

inoculado com Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587),

aplicando-se 3 ml (106 conidios/ml) de inõculo junto ao colo 

de cada planta;

FNI - solo fumigado, não inoculado;

NI - solo natural, inoculado;

NNI - solo natural, não inoculado.

2 Média por 20 placas (1 ml de suspensão de solo por placa).



decrescendo a doença com a monocultura (BAKER & COOK, 1974, 

citado por LYDA, 1982). A supressão de determinado patôgeno no 

solo envolve fungistase, habilidade competitiva saprofitica e 

interações entre microorganismos. Calor, produtos quimicos ou 

esterilização do solo por irradiação, práticas culturais e 

sequência de culturas são agentes que causam uma grande ruptura 

no microambiente e mostram a associação da atividade biológica 

com a supressão de doença no solo (HUBER & SCHNEIDER, 1982.).

C. clavatum é aparentemente suprimido em solos naturais, 

mesmo quando introduzido na forma de conidios em altas 

concentrações. Observou-se, também, que este fator de supressão 

ê eliminado apôs tratamento com calor ou quimico - brometo de 

metila - , indicando-se tratar de um agente biológico.

Antagonistas presentes no solo podem evitar que um patôgeno 

introduzido se estabeleça, ou evitar que este cause doença, uma 

vez jã presente no solo, ou ainda, podem causar um progressiva 

redução da doença apôs continua monocultura (BAKER & COOK, 

1974). A supressividade de alguns solos a diferentes patôgenos, 

especialmente a Rhizoctonia solani e Pythium spp., tem sido 

atribuída a diferentes espécies de Trichoderma, nativas ou 

introduzidas no solo. A habilidade de Trichoderma e Gliocladium 

de atuarem como micoparasitas de hifas e estruturas de 

resistência de patôgenos de plantas jà foi demonstrado tanto "in 

vitro" quanto em solo natural. Também a habilidade de produzir 

substâncias tóxicas a outros fungos , mesmo em substratos 

orgânicos no solo, reforça a hipótese que sugere o envolvimento 

destes gêneros no controle biológico de patôgenos do solo



(PAPAVIZAS, 1985). As populações de Trichoderma spp.

G1 iocladium sp. associadas á rizosfera e ás raizes de soja ni 

Distrito Federal têm-se mostrado altas, sendo de interesse 

verificar-se a possibilidade de espécies destes gêneros estarem 

agindo como antagonistas de C. clavatum, nestes solos (RIBEIRO 

& DIANESE, 1984; DIANESE et al. 1986).

3 - Virulência de isolados de Cylindrocladium clavatum.

3.1 - Características morfolôgicas dos isolados.

Todos os treze isolados utilizados nos testes de avaliação 

de virulência apresentavam conidios hialinos, cilíndricos, 

unisseptados e um filamento estéril terminando em uma vesícula 

clavada. 0 isolado UnB - 971, de Eucalyptus urophylla, possui a 

maioria de seus conidios curvos mas a forma da vesícula e 

medidas de conidios e vesículas confirmaram aquelas fornecidas 

por PEERALLY (1974) para C. clavatum. Os resultados*da Tabela 

13 confirmam os dados de PEERALLY (1974), ALFENAS (1986) e 

HODGES & MAY (1972) quanto ao tamanho dos conidios. As 

amplitudes observadas para da largura da vesícula (Tabela 14) 

confirmam a informação de PEERALLY (1974), mas observou-se uma 

amplitude maior de variação do que aquela relatada por HODGES & 

MAY (1972) que era de 4,0 - 4,8 u. Com relação ao comprimento da 

vesícula estes autores observaram valores entre 35 e 60 

micrômetros, contudo oito dos treze isolados apresentaram 

medidas inferiores a 35 micrômetros e a maior frequência de



comprimento e largura de Cylindrocladium clavatum1 .

hospedei ras.

Classe 
de 

comprimento
(u)

f requência
í
1

Classe 
de 

largura 
(u)

f requência %

36 - 40 104 16,0 !
1

3,6 - 4,0 205 31,5

41 - 45 222 34,1 ;
1

4,1 - 4,5 160 24,6

46 - 50 260 40,0 ;
1

4,6 - 5,0 281 43,3

51 - 55 59 9,1 !
1

5,1 - 5,5 2 0,3

56 - 60 5 0,8 ; 5,6 - 6,0 2 0,3

1 Medidas de 650 conidios de 13 isolados de diferentes



comprimento e largura de Cylíndrocladium clavatum1 .

1 Medidas de 260 vesículas correspondentes a 13 isolados de

Classe 
de 

comprimento
(u)

f requência %

‘ Classe
i de
) largura 
! (u)

f requência %

24 - 28 5 2,0 | 2,4 - 2,8
i

18 6,9

29 - 33 14 5,3 ; 2,9 - 3,3
i

0 0,0

34 - 38 125 48,1 ‘ 3,4 - 3,8
1

85 32,7

39 - 43 58 22,3
1
; 3,9 - 4,3
i

16 6,2

44 - 48 44 16,9 ; 4,4 - 4,8
1

134 51,5

49 - 53 13 5,0
1
; 4,9 - 5,3
i

7 2,7

54 - 58 1 0,4 ; 5,4 - 5,8 0 0,0

diferentes hospedeiras.



vesículas encontrava-se entre 34 e 38 u, equivalente a 48,1% das 

vesículas medidas. No trabalho de HODGES & MAY não ficou claro 

como foram feitas as medições das vesículas, o que provavelmente 

resultou nessas diferenças. Também BLUM (1989) encontrou valores 

para o comprimento da vesícula, medindo da extremidade até o 1o 

septo, que não coincidiram com os valores fornecidos por HODGES 

& MAY. Jà neste estudo procurou-se determinar o comprimento da 

vesícula da sua extremidade até o ponto onde seu diâmetro se 

iguala ao da estipe (hifa estéril), levando-se em consideração 

que a vesícula pode ter de 0 a 1 septo.

3.2 - Crescimento micelial e produção de conidios de treze 

isolados de C. clavatum.

Como mostram os dados contidos na Tabela 15, os isolados de C. 

clavatum estudados apresentaram variação quanto ao crescimento 

micelial e quanto à produção de conidios em meio de malte- 

levedura-agar. 0 isolado UnB - 1311 apresentou * o menor 

crescimento micelial medido aos seis dias, que não diferiu dos 

isolados UnB - 1087, UnB - 1093 e UnB - 1092 mas diferiu 

significativamente dos demais. Os isolados UnB - 1092 e UnB - 

1311 foram, entretanto, os que produziram maior número de 

conidios por mm2 de meio, não diferindo estatisticamente entre 

si. HODGES & MAY (1972) também detectaram variação quanto a taxa 

de crescimento e produção de conidios de diferentes isolados 

originários de diferentes hospedeiras e localidades.



isolados de 

agar.

Cy1indrocla dium clavatum em meio de mal te-levedura-

nômero do diâmetro n° de conidios/mm2
isolado (mm) (x 103)

UnB - 1194 58,8 a1 4,88 a b2

UnB - 971 57,7 a 1,14 a b

UnB - 1088 56,9 a 1,31 a b

UnB - 1127 56,2 a 3,39 a b

CNPH - 142 55,2 a 1,40 a b

UnB - 970 53,9 a b 1,59 a b

UnB - 876 51,2 abc 2,89 a b

UnB - 1090 50,8 abc 3,39 a b

UnB - 894 48,9 a b c d 2,67 a b

UnB - 1087 41,0 b c d e 0,72 a

UnB - 1093 39,0 c d e 1,02 a" b

UnB - 1092 36,6 d e 5,35 b

UnB - 1311 34,7 e 5,96 b

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre

si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

2 Dados foram analisados apôs transformação para fx.



3.3 - Patogenicidade de um isolado de soja a diferentes espécies 

de leguminosas.

O isolado de soja ATCC 60587 foi patogênico a todas as 

espécies testadas (Tabela 16). Em soja, ervilha, feijão e 

tremoço foram observados sintomas de podridão escura no colo e 

raiz principal e apodrecimento de algumas raizes secundárias. Em 

lentilha e grão-de-bico as plantas apresentavam em alguns casos, 

além de lesões na raiz, amarelecimento e murcha na parte aérea. 

Algumas plantas de grão-de-bico morreram. Houve pequena variação 

entre os dois métodos empregados para inoculação. De modo geral 

a soja foi a hospedeira menos suscetível. ALMEIDA & BOLKAN 

(1981c) inocularam eucalipto, batata, amendoim e soja com 

diferentes isolados e relataram também uma menor suscetibilidade 

da soja em relação és outras hospedeiras. 0 teste confirmou a 

patogenicidade de C. clavatum â ervilha, grão-de-bico e 

tremoço e revela a patogenicidade deste isolado de soja ao 

feijão e á lentilha, embora em condições naturais de campo a 

doença ainda não tenha sido observada.

3.4 - Virulência de isolados de C. clavatum obtidos de onze 

espécies hospedeiras em soja.

Todos os treze isolados, provenientes de diferentes 

hospedeiras, foram patogênicos ás cultivares de soja 

selecionadas (Tabela 17). Houve variabilidade na virulência que 

pode ser observada dentro de cada uma das cultivares. Os



Tabela 16 - Patogenicidade de um isolado de Cylindrocladium 

clavatum (ATCC 60587) de soja a diferentes espécies de 

leguminosas em casa de vegetação.

Espécie
% de plantas com sintomas

colo1 disco1 2 * *

soja ’Cristalina’ 60,0 60,0

tremoço-branco (Lupinus albus} 100,0 85,7

ervilha ’Mikado’ 100,0 88,8

lentilha ’Precoz’ 80,0 75,0

grão-de-bico 100,0 100,0

feijão ’Carioquinha’ 100,0 90,0

1 Deposição de 2 ml de inòculo (3 x 1Q6 conidios/ml) junto ao 

colo de cada plântula.

2 Colocação dê discos com 15 mm de diâmetro de colônia

esporulada em BOA, 1-2 cm abaixo da linha do solo, usando-se 1

disco por plântula.



Tabela 17 - índice médio de doença1 (.ID) de plantulas de 

cultivares de soja inoculadas com diferentes isolados de 

Cyl indroc 1 adi um cia va turn.

1 Média das notas de 6 plântulas baseada em escala de 0 a 4.

2 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna, ou letra 

maiúscula na linha, não diferem entre si pela prova U de Mann- 

Whitney (P<0,05).

3 Isolado CNPH.

ID

isolado cultivar/introdução
UnB 
n° Savana Cristalina Harosoy IAC-2 FT-20 PI 398733

1194 1,7aAB1 2 2,0aAB 2,ObcA 1,2aCD 0,8aD 1,3a8C

1311 2,0aBC 2,5bA 1,5aDE 2,3cdAB 1,2abE 1,7abCD

1090 2,0aA 2,3abA 1,5aB 1,3abB 1,2abcB 1,5aB

1087 2,0aAB 2,2aA 1,3aC 1,3abC 1,7cdBC 2,ObcAB

876 2,OabA 2,0aA 1,7abAC 1,7bAC 1,OabB 1,3aBC

1088 2,5bcA 2,3abAB 2,0bcBC 1,7bC 2,2eAB 1,7abC

970 2,7cdAB 3,OcdA 2,5dBC 2,5cdeBC 1,8deD 2,2cCD

1093 3,OdeA 2,7bcAB 2,3cdBC 1,8bcCD 1,3bcD 2,ObcC

1127 3,OdeAB 3,3dA 2,2cdC 2,8eB 1,8deC 1,3aD

1423 3,OdeAB 3,OcdA 2,7dAB 2,5cdeB 2,8fAB 2,ObcC

971 3,3efA 3.OcdAB 2,5dBC 2,7deB 2,2eC 2,2cC

1092 3,3efA 3,2dA 2,2cdB 1,7bC 1,8deBC 1,8abcBC

894 3,7f A 3,0cdB 2,5dC 2,2cC 1,7cdD 1,5aD



diferentes isolados não se comportaram da mesma maneira nas

cultivares testadas. Da mesma forma, o padrão de resposta das

diferentes cultivares não foi o mesmo para todos os isolados

testados, sendo que para alguns isolados não foi possível

separar cultivares resistentes de suscetíveis. Comparando-se os 

dois isolados originários de soja foram observadas diferenças de

virulência em todas as cultivares, sendo o UnB 894 mais

virulento que o UnB - 876, no entanto, para o PI 398733 os dois

diferiram em virulência. Também os quatro isolados

originários de Vochysia spp, um gênero nativo dos cerrados,

apresentaram variação quanto á virulência. Em todas as

cultivares, com exceção do PI 398733, diferenças significativas

foram observadas entre as médias destes isolados. Os resultados

indicam a ocorrência de interação entre isolado e hospedeira, o

que sugere a existência de um potencial para

fisiológica do patôgeno. A variabilidade existente na espécie,

associada ao seu amplo círculo de hospedeiras, são fatores que

podem influenciar no desenvolvimento de raças. Neste experimento

foi verificado que isolados de diferentes hospedeiras são

patogênicos â soja, inclusive isolados de plantas originadas de

solos de cerrado não cultivados, como Vochysia spp. Também

BOLKAN et al. (1981) verificaram que um isolado de batata era

patogênico a amendoim, eucalipto, soja e pimentão. Diversos

isolados do solo foram patogênicos a soja, eucalipto, amendoim e

batata (ALMEIDA & BOLKAN 1981 c). MORAES (1980) também verificou 

a ação patogênica de um isolado de Pinus sp. em amendoim.

Variações na virulência entre isolados de C. clavatum foram 



também relatadas por HOMECHIM & KRUGNER (1980), quando 

diferentes isolados foram testados em Pinus spp.

4 - Método de inoculação no hipocôtilo para seleção de plântulas 

de soja resistentes â Cylindrocladium clavatum.

Em experimentos preliminares observou-se que o ferimento no

hipocôtilo acelerava o processo de aparecimento de sintomas. Ao

depositar a gota de inôculo no hipocôtilo não ferido, lesões

apareciam apôs o terceiro dia da inoculação. No hipocôtilo

ferido jà se podiam notar lesões entre 16 e 24 horas apôs

inoculação. Inoculações na cultivar Cristalina (suscetivel) e

FT-20 (resistente) mostraram diferenças quanto â suscetibilidade

das duas cultivares que puderam ser detectadas apôs 24 horas da 

inoculação (Tabela 18). Em três dias de.observação verificou-se 

sempre diferenças significativas entre as duas cultivares, com 

exceção da avaliação feita apôs 24 horas nas plantulas 

inoculadas com baixa concentração de inôculo (103 conídios/ml). 

Apôs o quinto dia houve pouca ou nenhuma variação quanto ao 

desenvolvimento das lesões. Na cultivar Cristalina houve um 

rápido progresso da doença principalmente na concentração mais 

elevada de 1,6 x 106 conidios/ml. Aos 3 dias a média das notas 

nesta concentração foi 4,0 , ocorrendo total necrose dos tecidos 

e estrangulamento das plantulas. Não se observou morte de 

plantulas na cultivar resistente. Esta apresentou lesões com 

desenvolvimento mais lento. Em FT - 20 o Índice máximo obtido 

foi de 3,3 para a concentração de 106 conidios/ml.



Tabela 18 - índice médio de doença* (ID) de plântulas das

cultivares Cristalina e FT-20 apôs inoculaçao de Cyl indrocladium 

clavatum (ATCC 60587) no hipocôtilo.

Concentração

de inòculo 

(conidios/ml)

Dias
ID 

apôs a i noculação

1
C1 2 3 F3

1 
1

1 
1

1 
1

1 O 
1

1 
1

1 
1

W
 1

F
5

C F

1,6 x 103 0,4a4A5 0, laA 1,6aA 0, laB 1,9aA 0,3aB

1,6 x 104 0,9bA 0,4aB 2,4aA 0,5aB 3,0bA 0,9bB

1,6 x 105 l,9cA 1, ObB 3,8bA 2,4bB 3,9cA 2,4cB

1,6 x 10® 2,6dA 1,5cB 4,0bA 3, lbB 4, OcA 3,3dB

1 Média das notas de 8 plântulas baseada em escala de 0 a 4.

2 Cristalina.

3 FT - 20.

4 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não 

diferem entre si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

5 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha, para cada 

dia de avaliação, não diferem entre si pela prova U de Mann- 

Whitney (P<0,05).



Em um segundo experimento o método foi aplicado a 

diferentes cultivares com diferentes níveis de suscetibilidade â 

inoculação na raiz. Usando-se suspensões com 1-2 x 104 

conidios/ml, inoculou-se as cultivares e linhagens resistentes 

pertencentes a classe 1: FT 81-2559, Dare, PI 398733, FT - 20, 

IAC - 2, Beeson e Harosoy; cultivares da classe 2, 

intermediária resistente: PI 417422 e FT -18 (Xavante); 

cultivares da classe 3, intermediária suscetível: Cristalina e 

FT - 11 e cultivares da classe 4, suscetível: Savana e Bragg. Os 

dados contidos na Tabela 19 mostram que diferenças entre os 

genôtipos puderam ser detectadas, aos 2 e aos 5 dias apôs a 

inoculação. Com 2 dias o genôtipos da classe 1 apresentaram 

índices inferiores a 1,5. Com exceção de ’Beeson’, as médias 

desses genôtipos foram estatisticamente diferentes das dos 

demais genôtipos de reação intermediária e suscetível. As 

cultivares pertencentes às classes intermediárias não puderam 

ser separadas, com base no índice de doença no hipocôtilo, 

daquelas mais suscetíveis. Aos 5 dias as cultivares FT 81-2559, 

Dare, PI 398733, FT - 20, IAC - 2 e Harosoy apresentaram índices 

significativamente inferiores, podendo ser claramente separadas 

das cultivares suscetíveis como Cristalina (Figura 8). As 

cultivares Beeson e Bragg apresentaram comportamento diferente 

do que quando inoculadas na raiz. Ambas apresentaram reação 

moderada com índices de 1,8 e 2,1 , respectivamente.

0 método de inoculação no hipocôtilo permitiu uma separação 

clara entre cultivares resistentes e suscetíveis em apenas cinco 

dias. Todos os genôtipos que haviam mostrado suscetibilidade na



Tabela 19 - índice médio de doença1 (ID) de plantulas de

1 Média das notas de 8 plantulas baseada em escala de 0 a 4.

2 Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre

si pela prova U de Mann-Whitney (P<0,05).

diferentes genôtipos de soja apôs inoculação de Cylindrocladium 

clavatum (ATCC 60587) no hipocôtilo.

Genôtipos

ID

Dias apôs inoculação

2 5

IAC - 2

FT 81-2559

Harosoy

PI 398733

Dare

FT - 20

Beeson

Bragg

PI 417422

.Cristalina

FT - 18 (Xavante)

FT - 11 (Alvorada)

Savana

0,4 a1 2

0,5 a

0,6 a

0,6 a

0,6 a

9

9

9

9

9

»

1,0 a

1,3 a b

1.1 a

1.2 a b

1.3 a b

1,3 a b

1.8 be

2.1 c

2,6 c d

3.1 d

3,0 d

3,1 d

2.9 d



Figura 8 - Lesões de Cylindrocladium clava turn no hipocòtilo de 

plântulas das cultivares Cristalina, Savana, FT - 20,’lAC - 2 e 

PI 398733 apòs 5 dias da inoculaçao.



raiz também apresentaram suscetibi1 idade no hipocôtilo, o mesmo 

ocorrendo para as resistentes. No entanto ê possível ocorrer que 

genôtipos como Bragg, suscetível na raiz, sejam selecionados por 

apresentar reação moderada no hipocôtilo. O uso de concentrações 

mais elevadas de inôculo (105 conidios/ml), aliado a avaliações 

prolongadas por mais que 5 dias, poderá minimizar o problema. 

Além de prático e rápido, este método de inoculação possui a 

vantagem de não ser destrutivo, permitindo que plantulas 

selecionadas para resistência possam ser transplantadas para 

vaso e, desta maneira, aproveitadas em programas de seleção e 

melhoramento.

5 - Inoculação foliar em cultivares resistentes e suscetíveis.

Apôs 48 horas da inoculação em folhas destacadas e mantidas em 

meio de AAC, as reações das cultivares Cristalinas e FT - 20 

podiam ser quantificadas através da medida do diâmetro da lesão 

(Tabela 20). As diferenças entre as duas cultivares' quanto â 

suscetibilidade na folha foram significativas 2 e 7 dias apôs a 

inoculação, conforme mostrou a análise -de variância. Cristalina 

produziu lesões necrôticas de halo amarelado que evoluiram 

rapidamente, atingindo um diâmetro de até 18,6 mm na mais alta 

concentração de inôculo, enquanto que para FT - 20 o diâmetro 

da lesão chegou a 9,9 mm, permitindo separar facilmente as duas 

cultivares. A interação cultivar x concentração não foi 

significativa em nenhuma das três datas de avaliação.

0 método foi aplicado aos demais genôtipos com diferentes



Tabela 20 - Diâmetro médio (mm) das lesões produzidas em folhas 

destacadas das cultivares Cristalina e FT - 20 apôs inoculação 

de Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587) em diferentes 

concentrações.

Concentração Diâmetro
Dias apôs a inoculação

de inòculo -----------------------------------------------------------------------------------------
2 5 7

(conidios/ml) Cl F2 C F 1C F

1,5 x 104 4,8 a3 A4 2,0 aB 6,1 aA 5,8 aA 9,5 aA 6,2 aB

1,5 x 105 7,1 abA 3,1 aB 7,8 abA 6,2 aA 10,9 aA 7,1 aB

1,5 x 106 8,8 bA 4,7 aB 13,6 bA 7,9 aB 18,6 bA 9,9 aB

1 Cristalina.

2 FT - 20.

3 Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

4 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).



níveis de suscetibilidade e os resultados estão contidos na 

Tabela 21. Com base na reação á inoculação foliar, de modo 

geral, todas as cultivares que haviam apresentado resistência na 

raiz, apresentaram também resistência na folha, com diâmetro de 

lesões significativamente menores que Cristalina (Figura 9). 

Aos 7 dias FT - 18, Savana e Cristalina mostraram-se mais

suscetíveis que todos os genôtipos da classe 1 com diâmetro de 

lesões maiores. A cultivar mais resistente na folha foi a 

linhagem FT 81-2559, que não diferiu das demais cultivares 

pertencentes a classe 1 de resistência na raiz. Da mesma forma 

que o método do hipocôtilo, a inoculação foliar não separou os 

genôtipos de reação intermediária de resistência, FT - 18 e 

PI 417422, das cultivares mais suscetíveis.

A Tabela 22 mostra os coeficientes de correlação entre as 

três variáveis em estudo. Todos os coeficientes foram altos e 

significativos com probabilidades inferiores a 1%. 0 maior

coeficiente dê correlação observado (0,7895) foi obtido entre 

índice de doença na raiz e diâmetro de lesão na folha, indicando 

que a inoculação foliar pode também ser utilizada como método 

para seleção de cultivares resistentes â podridão de raiz 

causada por C. clavatum. 0 método de inoculação em folhas 

destacadas tem-se mostrado bastante útil nos estudos das 

interações entre hospedeiras e patôgenos, com diferentes 

finalidades e apresentando altas correlações com as reações em 

campo e em casa de vegetação (MENDES & BERGAMIN FILHO, 1986). No 

presente trabalho o método mostrou-se eficiente pois permitiu o 

estudo da interação C. clavatum - soja na folha e, com isto,



Tabela 21 Diâmetro médio das lesões (mm) produzidas em folhas

destacadas de diferentes genôtipos de soja apôs inoculação de

Cylindrocladium clavatum (ATCC 60587).

Diâmetro das lesões (mm)

Dias apôs inoculação 
Genôtipos

2 7

FT 81-2559

Beeson

Dare

Harosoy

FT - 20 (Jaú)

IAC - 2

PI 398733

FT - 11 (Alvorada)

FT - 18 (Xavante)

Savana

Bragg

PI 417422

Cristalina

0,6 a1

1 Média de 5 repetições. Médias seguidas pela mesma letra na

coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

0,6 a

1.1 a b

2.2 a b

3.1 a b

3.3 a b

3.6 b

4.1

4.7

5,0

5.7

6,0

6,9

c

c d

c d e

c d e

c d e

c d e f 

def 

def 

e f 

f

2,9 a

4.8 a

5.3 a

8.8 a

5.6 a

8.7 a

9.3 a

12.5

19.3

20,2

15.6

17.4

18,9

b

b

b c

b

b c

bed

b c d e

e

e

c d e

d e

e



Figura 9 - Lesões de Cyl indrocladium clavatum em folhas de soja 

em meio de agar-àgua com cinetina: controle (esquerda) e folha 

inoculada (direita) de (A) cv. Cristalina, (B) FT 812559, (C) 

Harosoy, (D) PI 398733, (E) FT - 20 e (F) Beeson.



Tabela 22 - Coeficientes de correlação de Spearman entre indice 

médio de doença na raiz , Índice médio de doença no hipocôtilo e 

diâmetro médio da lesão na folha.

Comparação Coeficiente de correlação (r8) Probabilidade

Raiz/Hipocôtilo 0,6890 0,005

Raiz/Folha 0,7895 0,001

Hipocôtilo/Foiha 0,6446 0,009



separar quantitativamente diferentes niveis de resistência ao 

patôgeno.

A patogenicidade de C. clavatum à folha e tecidos da parte 

aérea jà foi constatada em: caupi (CARDOSO et al. , 1980), 

amendoim (MORAES, 1980), cacaueiro (FEITOSA et al., 1984), 

eucalipto (RATTAN et al., 1983) e Vochysia spp (DIANESE et al. , 

1988). Em soja, contudo, lesões foliares nunca foram constatadas 

em condições de campo, talvez pela sua baixa incidência ou por 

serem confundidas com lesões causadas por outros patôgenos. Em 

amendoim, cuja parte aérea è também afetada por C. 

crotalariae* foi constatado que microesclerôcios formados dentro 

da raiz e mantidos em restos culturais podiam ser liberados 

no solo e dispersarem-se localmente pela ação do vento, 

disseminando o patôgeno a curtas distâncias (ROWE et al., 1974). 

De maneira semelhante, sob condições favoráveis, a disseminação 

de C. clavatum poderia ocorrer causando lesões foliares em soja, 

mas ainda não observadas em condições de campo.

Concluindo-se, foi possível selecionar genôtipos de soja 

resistentes â podridão de raizes causada por Cylindrocladium 

clavatum , sob condições controladas, através de um método 

rápido com economia de espaço e tempo. Métodos de inoculação no 

hipocôtilo e folha também foram desenvolvidos e mostraram-se 

eficientes e, em geral, confirmaram os dados obtidos por 

inoculação na raiz. Observou-se, ainda, variabilidade de 

virulência entre isolados de diferentes hospedeiras em seis 

genôtipos de soja. Resultados obtidos em casa de vegetação e 

campo indicam a ocorrência de supressão de C. clavatum em solos 



naturais. Possivelmente antagonistas estariam exercendo 

controle biológico, responsável pela manutenção da doença

um

em

baixos niveis.



RESUMO

Foi desenvolvido um método rápido para seleção de 

germoplasma de soja resistente â Cylindrocladium clavatum, 

componente principal de um complexo que ataca as raizes de soja 

no Distrito Federal. A seleção precoce è feita apôs prè- 

germinaçao das sementes por 5 dias em germinador a 25°C e 

inoculação de plântulas selecionadas por imersão das raizes em 

40 ml de suspensão de esporos (4 x 104 conidios/ml) por 1 

hora. Em seguida as plântulas foram transferidas para câmara 

úmida e incubadas por 6 dias a 25°C, com fotoperiodo de 12 

horas. A avaliação foi feita com base em escala de notas de zero 

a 4 (zero - raizes sem sintomas visiveis e 4 - raizes totalmente 

danificadas e apodrecidas). Dentre 457. genôtipos testados, 7 

foram considerados resistentes com Índice de doença inferior a 

1,5: FT - 20, FT 81-2559, Harosoy, Beeson, IAC - 2, Dare e 

PI 398733. Cerca de 94% do material testado apresentou reação 

intermediária; 21 genôtipos mostraram-se altamente suscetíveis 

com indices superiores a 3,0. Os resultados obtidos em câmara de 

crescimento foram confirmados em casa de vegetação, onde todos 

os genôtipos resistentes, com exceção de Dare, diferiram 

significativamente de Cristalina. Jà em solo natural os baixos 

indices de doença obtidos não permitiram uma separação mais 

clara entre genôtipos suscetíveis e resistentes. A cultivar 

Cristalina apenas diferiu de FT - 20 e FT 81-2559 neste tipo de 

solo. Em condições de campo não houve diferenças significativas 



entre cultivares quando se avaliou a redução na produção de 

grãos e no peso de 100 sementes, tanto em solo fumigado quanto 

em solo natural. Em solo fumigado e inoculado com C. clavatum 

foi encontrada uma maior população do patôgeno (microesclerôcios 

/ g de solo) do que em solo natural e inoculado. Também o número 

de colônias do fungo, isoladas de raizes secundárias, foi 

superior no solo fumigado e inoculado, tanto para as cultivares 

suscetíveis (Savana e Cristalina) quanto para as resistentes 

(FT - 20 e IAC - 2). Estes resultados, aliados aos maiores 

indices de severidade de doença obtidos, em casa de vegetação, 

em solo autoclavado, indicam a ocorrência de supressão do 

patôgeno nos solos naturais.

Foram observadas correlações altas e significativas entre 

resistência na raiz, no hipocôtilo e folha sob condições 

controladas. Os métodos utilizados para inoculação em folhas 

destacadas e hipocôtilo são simples, mais rápidos e práticos e 

poderão ser utilizados em futuros programas de seleção.

Observou-se ainda variação entre os isolados de C. clavatum 

quanto ao tamanho de conidios e vesiculas, e variabilidade 

quanto ao crescimento radial e produção de conidios em meio de 

malte-levedura-agar e quanto á virulência em seis genôtipos de 

soja.



SUMMARY

A growth-chamber method was developed for screening 

soybean germoplasm for resistance to Cylindrocladium clavatum, 

the main component of a root rot complex affecting soybeans in 

the Cerrado soils of Brasilia. Screening was carried out at the 

seedling stage allowing for rapid development of symptoms. The 

method consisted in germinating soybean seeds for five days at 

25°C on moist "Germtest" paper, before inoculation of the 

seedlings by dipping their roots for one hour in 40 ml of a 

spore suspension (4 x 104 conidia of C. clavatum per ml). 

Seedlings were then grown on a third layer of germinating paper 

in a moist chamber and incubated for 6 days at 25°C, with a 12 

hour photoperiod. Disease severity ratings were based on a zero- 

to-4-scale. Among 457 soybean genotypes tested by this method, 

the following were rated resistant, having disease indices (Dis) 

under 1,50 : FT - 20, FT 81-2559, Harosoy, Beeson, IAC - 2, 

Dare and PI 398733. About 94% of the tested materials had 

intermediary reactions and 21 genotypes were highly susceptible 

with Dis above 3,00. Results obtained in the growth chamber were 

confirmed in plants growing in pots in greenhouse, where 

resistant genotypes, except Dare, had lower disease ratings than 

susceptible cultivar Cristalina. In natural soil, the low 

disease ratings obtained, didn’t allow for a clear separation 

between resistant and susceptible genotypes. Cultivar Cristalina 

had significant higher disease ratings only when compared to



FT - 20 e FT 81-2559 in this soil. Under field conditions, no 

significant differences were found among cultivars when seed 

yield and size were compared in fumigated and natural soils.

In red-latosol fumigated and infested with C. clavatum a 

higher population (microsclerotia per g of soil) of the pathogen 

was detected when compared to natural and infested soil. The 

number of fungal colonies isolated from secondary roots of 

susceptible cultivars (Savana and Cristalina) as well as from 

resistant cultivars (FT - 20 and IAC - 2) was also higher in 

soils which were fumigated and then infested with C. clavatum. 

These results together with greater Dis found in greenhouse 

experiments when autoclaved soil was used, indicated suppression 

of the pathogen in natural soils.

High and significant correlations were found between 

resistance shown by roots, hypocotyls and leaves under 

controlled conditions. Inoculation on detached leaves and 

hypocotyls are simple and praticai, and can be used to expand 

this selection program.

Morphological variations (size of conidia and vesicles) 

were found among isolates of C. clavatum as well as in radial 

growth, production of conidia in malt-yeast extract-agar and in 

virulence on six genotypes of soybean.
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