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RESUMO

A prética da rotagdo de culturas é amplamente conhecida por trazer varios beneficios
quimicos, fisicos e bioldgicos para o solo, entretanto muitos produtores ainda fazem uso
do sistema de monocultivo de milho. Esse sistema apresenta vérias desvantagens, dentre
elas a fitossanitaria com patdgenos sobreviventes de restos culturais. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de Fusarium verticillioides
em restos culturais de milho e observar o efeito da rotacéo de culturas na quantidade de
inoculo desse patogeno. Adicionalmente foi avaliado o efeito da rotacdo de cultura na
supressividade especifica do solo a esse patdgeno. Para isso foi conduzido um
experimento durante duas safras 2016/2017 e 2017/2018 onde foram utilizados diferentes
manejos para as culturas do milho, soja e areas mantidas em pousio. A quantificacdo de
DNA foi realizada com a utilizagdo da técnica de Pcr em tempo real a partir de amostras
de restos culturais de milho mantidas no campo durante as duas safras. A supressividade
do solo foi avaliada pela metodologia de iscas bioldgicas, onde se utiliza iscas para a
recuperacdo dos patdgenos do solo, nesse caso colmos de milho autoclavados. Foi
observado nesse estudo que os manejos adotados foram eficientes na reducdo da
quantidade de DNA de F. verticillioides em restos culturais de milho. A rotacdo com a
cultura da soja promove um incremento da supressividade do solo contra F.
verticillioides. Por fim este estudo reforca a importancia da rotacéo de cultura no manejo
fitossanitario de doengas.

Palavras-chave: Podridao de espiga. Podriddo de colmo. Zea mays. Glycine max L.



ABSTRACT

Crop rotation is widely known for providing many chemical, physical, and biological
benefits to the soil. However, many farmers still use the corn monoculture system. This
system presents many disadvantages, among which is the survival of pathogens in crop
remains. In this context, we aimed to evaluate the survival of Fusarium verticillioides in
corn cultural remains and observe the effects of crop rotation on the amount of inoculum
from this pathogen. Furthermore, we assessed the impact of crop rotation on the specific
suppressiveness of the soil on this pathogen. To do this, we experimented with the
2016/2017 and 2017/2018 harvests using different management systems for corn,
soybean, and reposing areas. We quantified the DNA using the real-time PCR technique
on samples of corn cultural remains maintained in the field during both harvests. We
evaluated the soil suppressiveness through the biological bait methodology where baits
are used to recover soil pathogens, in this case, autoclaved corn stalks. We observed that
the management systems adopted were efficient in reducing the amount of F.
verticillioides DNA in corn cultural remains. The rotation with soybean cultivation
promotes an increase in soil supressivity against F. verticillioides. Finally, this study
reinforces the importance of crop rotation for the phytosanitary management of diseases.

Keywords: Ear rot. Stalk rot. Zea mays. Glycine max L.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo com alto potencial produtivo.
E uma planta altamente sensivel a fatores abidticos e bidticos, como fertilidade do solo,
condicgdes climaticas, praticas culturais, época de semeadura, populacdo de plantas e
ocorréncia de pragas e doencas (SIQUEIRA, 2013).

Aliada ao milho esté a soja, frequentemente utilizada no sistema de rotacdo de
culturas, além de ter um papel importante na protecdo do solo durante seu ciclo vegetativo
a soja tem alta capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico, isso faz com que a
necessidade de adubacdo nitrogenada seja diminuida apds seu ciclo (REICHARDT,
1990).

Esse sistema de rotacdo tem ganho destaque por se tratar de duas culturas com
grandes vantagens econdmicas. E largamente utilizado nas principais regiées produtoras
e apresenta muitos beneficios para ambas as culturas.

Os impactos das doencas na cultura do milho cresceram bastante em razdo do
incremento de areas irrigadas, bem como pela utilizacdo da sucessdo de cultura com o
plantio de milho de 2° safra e a utilizagdo da monocultura (TOMAZELA, 2005).

Dentre essas doencas, as causadas por espécies do género Fusarium sdo
frequentemente associadas a cultura do milho, sendo o F.verticillioides um dos principais
responsaveis por danos em regides tropicais, dentre esses danos estdo a podriddo rosada
da espiga e de grdos, podriddo do colmo, além da producdo de micotoxinas (ELLER et
al., 2010; STUMPF et al., 2013).

A sobrevivéncia desse fungo esta ligada principalmente a restos de cultura e
sementes infectadas e nesse contexto a rotacao de culturas esta relacionada com o0 manejo
dos restos culturais e com o periodo necessario para sua mineraliza¢do. 1sso por que 0s
restos culturais fornecem abrigo e nutricdo aos fitopatogenos durante a fase saprofitica.
(REIS & CASA, 2004).

Além disso, a rotacdo de culturas favorece o crescimento da populacdo de
microrganismos antagonicos a esses patdgenos que sobrevivem em restos de cultura e no
solo. A utilizacdo constante desse tipo de manejo pode levar o solo a adquirir um caréater
supressivo, que € a capacidade do solo, contendo uma populacdo de determinado
patdgeno manter o nivel da doenca baixa, mesmo que em condi¢des ambientais favoraveis
e na presenca de plantas susceptiveis (BAKER & COOK, 1974).
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A técnica molecular de PCR em tempo real permite a quantificacdo de acidos
nucléicos de maneira precisa e com grande reprodutibilidade. Essa técnica vem ganhando
destaque para detec¢do e quantificacdo de patdgenos e € uma importante ferramenta em
trabalhos cientificos.

Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi quantificar o DNA do fungo
Fusarium verticillioides presente em restos culturais de milho em rotagao de cultura com
soja e &reas de pousio, para se estimar o potencial de in6culo, além de avaliar o efeito da

rotacdo de culturas na supressividade especifica do solo contra esse patogeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho e soja

O milho é uma monocotileddnea de distribuicdo mundial pertencente a familia das
gramineas (Poaceae), tribo Maydeae, género Zea, cientificamente denominado de Zea
mays L. (FANCELLI, 1983). Esta entre as culturas de maior importancia no mundo,
levando em consideracdo sua utilizagdo e sua produgéo constitui a base da alimentacao
humana e animal. Seu cultivo é realizado em quase todos os continentes e sua importancia
estd ligada a grande forma de utilizacdo, que pode ser desde alimentacdo animal até a
utilizacdo em inddstrias com grande tecnologia. A maior parte da producdo mundial é
destinada a alimentacdo animal seguida pela alimentacdo humana de forma direta ou
indireta (PAES, 2006).

A expansdo da cultura é devido a grande demanda por alimentos e sua utilizacéo
como fonte de energia renovavel (SILVA, 2004). O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial de milho, ficando atras somente os EUA e China. No Brasil o milho é a cultura
com segunda maior producdo, sendo ultrapassado somente pela soja, e tem-se
caracterizado pela divisdo da producdo em duas épocas de plantio: plantio de verdo, com
inicio das chuvas e abrange de setembro a novembro dependendo da regido e, plantio de
inverno ou segunda safra, geralmente plantado em fevereiro ou marco, apds a soja. Na
safra agricola de 2017/2018, a area total cultivada com milho em solos brasileiros foi de
16.631,8 mil hectares, a producéo total atingiu o valor de 80.786,0 mil toneladas e a
produtividade média de 4,857 kg. ha-1 (CONAB, 2018). A soja é uma planta herbacea de
ciclo anual, pertencente a classe Dicotyledoneae, ordem Rosales, familia Leguminosae,
tribo Phaseoleae, género Glycine (Moench) (CASTRO, 2008). Ao que tudo indica, seu
centro de origem € o continente asiatico, regido do Norte da China, no vale do Rio
Amarelo (CHUNG & SINGH, 2008). E uma oleaginosa com grande importancia na
alimentacdo por apresentar um alto valor nutricional e um baixo custo. Seu maior
interesse comercial € como fonte de 0Oleo e proteina vegetal (FAO, 2013). Os principais
produtores de soja sdo os Estados Unidos, o Brasil e a Argentina, que, juntos, séo
responsaveis por 82% da produgdo mundial. Atualmente, o Brasil é o segundo maior
produtor mundial, atras somente dos EUA. Com uma area de 35.149,2 mil hectares mil
de hectares cultivados, com uma produgdo de 119.281,7 mil toneladas (CONAB, 2018).
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2.2 Fusarium verticillioides

Existem diversos patdgenos associados a doengas causadoras de podriddo de
colmo e espigas do milho, dentro desse grupo existe um complexo com quatro espécies
diferentes de Fusarium (F. nygamai, F.thapsinum, F. andiyazi e F. verticillioides), esse
complexo de espécies € denominado Fusarium fujikuroi. Dentro desse grupo F.
verticillioides é o principal causador de danos em regides tropicais (LEYVA et al., 2015).
Fusarium verticillioides Niremberg (F. moniliforme Sheldon) € um fungo pertencente ao
filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales familia Nectriaceae,
género Fusarium e tem seu teleomorfo conhecido como Gibberella fujikuroi. (INDEX
FUNGORUM, 2017). Em estagios iniciais de desenvolvimento apresenta micélio de cor
branca, que se tornam violetas ou alaranjadas com o envelhecimento da colonia. Na
maioria dos isolados os macroconidios sdo raros e os microconidios tem formato ovalado,
ndo septados e de base achatada. (LESLIE & SUMMERELL, 2006). O Fusarium
verticillioides possui uma ampla gama de hospedeiros principalmente dentro da familia
das Poaceae (LESLIE & SUMMERELL, 2006). F. verticillioides & um fungo distribuido
por todo mundo, esta intimamente associado com o milho e suas regides produtoras, é
responsavel por provocar podriddes de colmo e espiga, causando grandes perdas de
produtividade e qualidade de gréos (LESLIE & SUMMERELL, 2008). Além de provocar
grandes perdas econémicas decorrentes da podriddo de colmos e grdos o fungo F.
verticillioides pode ainda produzir micotoxinas com efeito téxicas para animais e
humanos (ONO et al., 2010). As micotoxinas produzidas por esse fungo sdo chamadas
fumonisinas e sé&o de trés tipos FB1, FB2 e FB3 (SMITH & SEDDON, 1998). Bacon e
Nelson, (1994) descreveram a ampla distribuicio mundial do fungo Fusarium
verticillioides e F. proliferatum com ocorréncia em mais de 90% das areas com producéo
de milho, destacando ainda a producdo de Fumonisina em 90% do isolados de F.
verticillioides.

A infecgdo das plantas de milho por Fusarium verticillioides ocorre
principalmente de maneira sistémica a partir do inoculo presente em sementes (OREN et
al., 2003). Porém, pode ocorrer também através de ferimentos e infeccdo do estigma
(MUNKVOLD et al., 1997). A presenga de F. verticillioides na maioria das vezes da-se
de maneira assintomatica e isso dificulta que sejam tomadas medidas de controle
(MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). Quando os sintomas da doenca estdo presentes,
nas fases iniciais de desenvolvimento da planta ocorre uma alteragéo da cor externa do

colmo, além de uma coloragdo rosa no interior do colmo. A infeccdo do colmo e
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m estagios avancados podem levar a quebras do mesmo influenciando o nimero
de plantas no campo. Nas espigas a podrid&o ocorre na base e sua distribui¢cdo nos graos
esta relacionada com danos mecénicos, feridas causadas por insetos e principalmente a
infeccdo do fungo pelos canais estilo-estigma. (WORDELL FILHO & ELIAS, 2010). A
sobrevivéncia de fungos causadores de podridées de colmo e da espiga esta ligada
principalmente a restos de cultura e sementes infectadas. (CASA et al., 1998). Cotton e
Munkvold, 1998 evidenciaram a presenca de micélios dos fungos F. verticillioides, F.
subglutinans e F. proliferatum em restos culturais de milho. O Fusarium verticillioides
pode sobreviver em restos culturais de milho sobre o solo ou enterrados por até 630 dias
em condicOes normais de campo (LIDDELL & BURGESS, 1985) ou até 900 dias em
condicgdes de temperaturas mais baixas e clima mais seco (COTTEN & MUNKVOLD,
1998).

2.3 Rotacdo de cultura e sua importancia na sobrevivéncia de Fusarium
verticillioides

Entende-se como rotacdo de culturas a alterndncia de espécies vegetais
anualmente em uma mesma area agricola, dando preferéncia para culturas distintas em
gue ambas tenham propositos comercial e deixem um efeito residual benéfico para o solo
e a cultura sucessora (GONCALVES et al., 2010). S0 muitas as vantagens provenientes
de um sistema de rotacdo de culturas, entre elas a melhoria das caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas do solo, além do controle de plantas daninhas, pragas e doencas
(PEREIRA & CRUZ, 1994). Em contraposicdo a monocultura é caracterizada pelo
cultivo da mesma espécie vegetal durantes varios ciclos de plantio.

A sobrevivéncia do in6culo de fungos causadores de podriddo de colmo e de
espiga é favorecida quando a cultura é mantida sob um sistema de monocultura e plantio
direto (ZAMBOLIM et al, 2000). Denti e Reis (2001) evidenciaram uma reducdo nas
incidéncias dessas doencas quando o milho foi cultivado em rotacéo de culturas. Segundo
Reis et al., 2011 a rotacdo de culturas pode reduzir a densidade do in6culo do patégeno
de duas formas, a primeira é através da reducdo do alimento na fase saprofitica do
patogeno, advindo da eliminacdo ou diminuicdo dos restos culturais da espécie vegetal
alvo, 0 que consequentemente provoca um aumento da competicdo por sitios de
alimentagdo com outros microrganismos presentes no ambiente. A segunda forma de
reducdo do inoculo deve-se ao desenvolvimento da supressividade do solo. A rotacao de

culturas cria condigdes favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos antagdnicos
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que ao longo do tempo véo aumentando sua populacao até o ponto de controle natural do

agente patogénico.

2.4 Supressividade do solo

Conceitualmente, supressividade foi descrita por Baker & Cook (1974) como
sendo a capacidade do solo, contendo uma populacdo de determinado patdgeno manter o
nivel da doenca baixa, mesmo que em condi¢fes ambientais favoraveis e na presenca de
plantas susceptiveis. Outra definicdo proposta por Bettiol & Ghini (2005), é que
supressividade é um fendmeno natural de alguns solos em evitar o estabelecimento de
patdgenos e diminuir a sua incidéncia. Em 1989 em Arkansas e Alabama, nos EUA foi
observado pela primeira vez um solo supressivo para o controle de doencas em plantas,
foi verificado que a murcha de Fusarium em algodoeiro apresentava maior severidade em
solos arenosos em relacdo a solos argilosos (HUBER & SCHNEIDER, 1982). Além de
fungos, doencas vegetais causadas por bactérias e nematoides tém grande influéncia da
supressividade do solo (WELLER et al., 2002).

A supressividade pode se manifestar de trés formas: o patdgeno néo se estabelece
no solo; o patdgeno se estabelece no solo e ndo causa a doenga; o patdgeno se estabelece
no solo e causa a doenca, porem a doenca é de baixa intensidade (BAKER & COOK,
1974).

A supressividade pode ser uma caracteristica natural de cada solo ou induzida por
fatores bioticos e abidticos (COOK & BAKER, 1983). Esses fatores sdo, por exemplo,
pH do solo, macro e micronutrientes, textura, matéria organica, microbiota do solo e
principalmente a interacdo entre os componentes (HORNBY, 1983).

Hoper et al. (1995) e Mallet & Maynard (1998) evidenciaram que 0 aumento no
teor de areia no solo reduziu a supressividade a Fusarium oxysporumf. sp. lini em linho
e a podriddo de raiz causada por Armillaria spp. em Pinus contorta, demonstrando assim
a grande influéncia da textura do solo na supressividade. Esse fato esta relacionado
principalmente com a porosidade do solo, que propicia uma maior retencdo de umidade
e aeracdo, favorecendo um maior desenvolvimento de fungos, bactérias e outros
microrganismos (BETTIOL & GHINI, 2005). As propriedades fisicas e quimicas do solo
podem interferir na supressividade de forma direta, por meio do favorecimento da
atividade microbiana, ou indiretamente, quando interferem no ciclo do patdégeno. De
acordo com Hornby (1983) os solos mais supressivos estdo geralmente associados com

solos contendo maior teor de matéria organica, esse fato ocorre devido a maior atividade
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Microbiana, melhor estruturacdo do solo, aeracdo e retencdo de umidade. Ha& uma
dificuldade na distingdo entre os fatores envolvidos na supressividade, e isso ocorre
devido a complexidade das interagfes, tornando dificil também a constatacdo de
indicadores para a supressividade, impossibilitando destacar uma ou mais caracteristicas
responsaveis pela supressividade ou condutividade em todos os solos (ARSHAD &
MARTIN, 2002).

O fator mais estudado, entendido e descrito para supressividade é o bioldgico. A
microbiota do solo é composta por diversos individuos como, animais, vegetais, fungos,
bactérias, protozoarios e artropodes que atuam na supressividade pelos mecanismos de
antibiose, parasitismo, competicdo, predacdo e inducdo de resisténcia, porém, destaca-se
0 estudo de fungos e bactérias (BETTIOL & GHINI, 2005). A evidéncia de que os fatores
bioldgicos sdo 0s maiores responsaveis pela supressividade é o fato de essa caracteristica
poder ser transferida para solos conducentes, sendo que o fenébmeno ndo ocorre se 0 solo
supressivo sofrer uma esterilizacdo (BETTIOL & GHINI, 2005). Eloy et al., (2004)
estudando a murcha-de-fusério no feijdo Caupi, causada por Fusarium oxysporum f.sp.
tracheiphilum constatou que a severidade da doenca decresceu com o aumento da
quantidade de solo supressivo adicionado ao solo conducente, evidenciando a capacidade
de transferéncia da supressividade. Quando o solo conducente foi esterilizado e
predominou na mistura, os niveis de doenca foram superiores aos verificados na auséncia
da esterilizacdo, indicando que a destruicdo da microbiota pode estar envolvida no
aumento da conducividade do solo.

Duas formas de supressao de doencas podem ocorrer no solo: especifica e geral
(BAKER & COOK, 1974). A supressao especifica de doencas ocorre predominantemente
no solo rizosféricos, onde se encontra a maior atividade microbiana devido a liberacdo de
exudatos radiculares, essa supressdao € controlada por determinado numero de
antagonistas (LAMBERS et al., 2009). Por se tratar de um grupo microbiano determinado
essa caracteristica pode ser transferida, utilizando-se uma pequena por¢do de um solo
supressivo para um solo conducente. A supressdo geral de doencas ja envolve um maior
namero de microrganismos do solo, que atuam por diferentes mecanismos de acéo,
inibindo uma gama de patdgenos. O fato de envolver varios tipos de microrganismos faz
com que a supressividade geral seja rapidamente reestabelecida com a ocorréncia de
disturbios no solo (WELLER, et al., 2002).

A ocorréncia da supressdao geral esta ligada principalmente a solos ndo

rizosféricos, e é especialmente efetiva contra patdgenos que possuam uma fase
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saprofitica, ou seja, aqueles que ndo precisam estar parasitando tecido vegetal vivo. E
esperado entdo, que todos solos possuam intrinsecamente um potencial de inibicdo de
doencas, quando comparado com sua condicao estéril (BAKER & COOK, 1974). Os dois
tipos de supressdo especifica e geral podem atuar de forma simultdnea em um solo
(WELLER, 2002). Ainda sobre supressdo geral, Dobbs & Hinson (1953) demonstraram
a capacidade de muitos solos controlarem doencas causadas por fungo fitopatogénicos,
verificaram uma reducdo de crescimento de micélios e germinacdo de esporos, esse
evento foi nomeado como fungistase. A fungistase é resultante de um ambiente de grande
competicdo por nutrientes e nichos. A baixa disponibilidade de fontes de carbono no solo
pode reduzir a germinacgéo de esporos de fungos fitopatogénicos por meio de sinalizagdo
bioquimica (GARBEVA et al., 2011). Em algumas situacdes a fungistase pode ser
vantajosa para o fungo fitopatogénico, pois a inibicdo da germinacdo de seus esporos na
auséncia de nutrientes evita o crescimento em ambientes desfavoraveis, mantendo assim
a viabilidade de seus propéagulos (GARBEVA et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de condugéo dos experimentos

O experimento de campo foi realizado no Centro de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico em Agropecuéria da Universidade Federal de Lavras (CDCT)- (21°12'S,
44°58'W), que tem como caracteristicas uma altitude média de 918 metros, precipitacdo
de 815 milimetros acumuladas durante a safra 2017/2018 (Figura 1) e 763 milimetros
acumuladas durante a safra 2018/2019(Figura 2), temperatura e umidade relativa média
de 24,85°C e 69,89% respectivamente. A instalacdo dos ensaios foi feita em uma area
com historico de aproximadamente dez anos de monocultivo de milho e incidéncia de
doencas causadas pelo fungo Fusarium verticillioides. O experimento teve a duragéo de
duas safras 2016/2017 e 2017/2018, onde foram conduzidas diferentes parcelas com
milho, soja e &reas mantidas em pousio. O processamento de amostras, extracdo de DNA,
quantificacdo em PCR tempo real, testes de sanidade de graos e supressividade do solo
foram realizados no Laboratdrio de Biocontrole e Laboratorio de patologia de sementes

do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

SAFRA 2016/2017

140

Precipitagao(mm)
= =
N B D (0] o N
o o o o o o

o

o o = o o
- D i - -
-l Ll Ll i -l

1-10
11-20
21-30
11-20
21-31
11-20
21-31
11-20
21-28
11-20
21-31 |l
11-20
21-30

Novembro/2016Dezembro/2016 Janeiro/2017 Fevereiro/2017 Marg¢o/2017 Abril/2017

Figura 1 - Precipitacdo acumulada durante o periodo da safra 2016/2017.
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Figura 2 - Precipitacdo acumulada durante o periodo da safra 2017/2018.

3.2 Confirmagdo de Fusarium verticillioides na area experimental

Para confirmacdo da presenca do fungo Fusarium verticillioides na area, colmos,
gréos, palha e espigas remanescentes da safra anterior foram coletados ao acaso e
colocados em camara Umida a temperatura ambiente durante sete dias e fotoperiodo de
12 horas. Apo0s esse periodo, os mesmos foram observados sob lupa estereoscopica. O
fungo Fusarium verticillioides foi isolado em placas de petri contendo o meio BDA (20g
de agar, 20g de dextrose e 200g de batata/L) mais bactericida Estreptomicina e colocado
em camara BOD ajustada a temperatura 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas, ap6s sete
dias foram realizadas observag¢fes morfologicas das coldnias e estruturas do patdégenos

em microscépio dptico.

3.3 Preparo da area, plantio e manejo

Antes do plantio foi realizado o preparo basico do solo com arac¢éo, marcacao de
linhas com espacamento de 60 centimetros entre linhas e adubacdo inicial de 500kg/ha
com NPK (08-28-16). A semente de milho utilizada foi o hibrido DKB 390 PRO 2 da
empresa Monsanto, com susceptibilidade a Fusarium verticillioides (MENDES et al.,
2010). No tratamento de sementes foi utilizado o produto Standak Top a fim de reduzir o
inoculo de Fusarium verticillioides. A densidade de plantio de milho foi de 65 mil

plantas/ha. A semente de soja utilizada foi a variedade DS5916 IPRO ® da empresa Dow,
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com densidade de plantio de 300 mil plantas/ha. Para o milho foram realizadas mais duas
adubacdes com 70 kg/ha cada de NPK (20-00-20) nos estagios fenolégicos V3 e V6. Para
o controle de plantas daninhas foram realizadas duas aplicagdes do herbicida Mademato
(Glifosato 480g/l) em pds-emergentes na dosagem 2L/ha. Para o controle de manchas
foliares foi realizada uma aplicacdo do produto Priori Xtra na dosagem 300ml/ha. Nas
parcelas mantidas em pousio ndo foram realizados qualquer tipo de manejo. O plantio de
milho na safra 2016/2017 foi realizado no dia 17 de novembro e a colheita 22 de marco,
para as parcelas de soja o plantio foi realizado no dia 24 de novembro e a colheita 10 de
abril. Na safra 2017/2018 o plantio e colheita do milho foram realizados dia 21 de
novembro e 13 de abril respectivamente, a soja foi plantada dia 13 de novembro e colhida
dia 13 de abiril.

3.4 Delineamento Experimental

Foram conduzidos cinco diferentes tratamentos durante a safra de 2016/2017 e
2017/2018, os tratamentos consistiram em diferentes manejos na rotagéo de cultura como
apresentado na Tabela 1. Foi utilizado o delineamento em blocos inteiramente
casualizados com quatro repeticdes. Cada parcela foi constituida por 5 linhas

(espacamento de 0,6 metros) x 5 metros de comprimento.

Tabela 1 - Distribuicdo das culturas nas safras 2016/2017 e 2017/2018 para cada
tratamento.

Tratamentos 2016/2017 2017/2018
T1 Soja Milho
T2 Soja Soja
T3 Pousio Soja
T4 Pousio Milho
T5 Milho Milho
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3.5 Coleta, distribuicéo e processamento de amostras

Antes da implantagdo dos tratamentos na area experimental, colmos de milho
remanescentes da safra anterior foram coletados aleatoriamente e misturados formando
uma amostra composta. Desta amostra quatro repeticdes foram retiradas e armazenadas
para realizacdo da quantificacdo do inoculo inicial do patgeno, o restante dos colmos
coletados foi dividido entre as parcelas e mantidos dentro de sacos de nylon com aberturas
de aproximadamente 2 mesh durante todo o ciclo da cultura, esses sacos tiveram a fungéo
de evitar a perda dos restos culturais expostos a intempéries no campo. Apds o ciclo da
cultura essas amostras foram retiradas do campo, picadas em pedacos de 1-2 centimetros
e armazenadas a -20°C, uma sub-amostra desse material congelado foi retirada e ap6s
passar pelo processo de liofilizagdo foi moida utilizando-se peneira de malha 1mm mesh.
O material processado foi novamente mantido a -20° até a realizacao da extracdo de DNA.
Para a segunda safra a metodologia foi a mesma, diferindo da primeira safra somente nos
colmos coletados para quantificacdo inicial, esses foram coletados e armazenados

separadamente para cada parcela.

3.6 Extracdo de DNA e PCR em tempo real

Duas sub-amostras de 40mg foram pesadas em tubos eppendorfs para cada parcela
para realizacdo da extracdo de DNA. Foi utilizado o kit de extracdo Wizard® Genomic
DNA Purification da empresa Promega, seguindo-se a metodologia proposta pela
empresa. ApOs a extracdo as amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 da Thermo Scientific e das duas amostras foi selecionada a melhor,
levando-se em consideracdo a amostra com maior quantidade de DNA disponivel. Em
seguida, a melhor amostra foi duplicada e submetida a PCR em tempo real. Foram
utilizados os primers Verpro-F (5 GCCATGCGTCACGGCCAC 3’) e VERTI-R (5’
GGAGTAGACAGGGTATTTGC 3°) especificos para a espécie Fusarium verticillioides
produtoras de fumonisinas descritos por C. Waalwijk et al., (2008). A metodologia foi
adaptada, onde para cada reacdo foi adicionado 2,0 ul da amostra a 23 pl da mistura de
reacdo, na mistura estao inclusos 12,5 pul do kit SYBR Green PCR (Qiagen), 1,25 uM de
cada primer e 8 uM de &gua ultrapura. O ciclo teve inicio a 95°C por 5 minutos,
desnaturacéo a 95°C durante 25 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e extensdo
a 72°C por 30 segundos, sendo um total de 40 ciclos. Para obtencdo das curvas padroes

foram feitas seis diluicdes em serie do DNA do patogeno alvo, a partir da amostra inicial
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que apresentava a quantidade de 200 ng/uL., além disso foi utilizado um controle negativo
contendo apenas &gua ultrapura. A leitura foi feita no aparelho termociclador Rotor Gene
6000(Qiagen). Foram realizadas sete reacdes de qPCR no total, para cada reacdo foi
realizada uma analise da curva melting visando a confirmacdo da especificidade de
amplificacdo do primer. Foi utilizado o método de quantificacdo absoluta onde as
amostras sao comparadas com curvas padrdo geradas a partir de diluicGes feitas em uma
amostra do DNA alvo previamente quantificada. Foi realizado um teste de medias entre

0s tratamentos com as concentragdes obtidas.

3.7 Teste de supressividade do solo a Fusarium verticillioides

No final de cada safra foram coletadas sub-amostras de solo em cinco pontos
diferentes para cada parcela dos tratamentos no campo, essas formaram uma amostra
composta que foi utilizada no teste de supressividade. O teste foi realizado utilizando-se
a metodologia de iscas propostas por Pinto (2016). Foram retirados 20 gramas de solo da
amostra composta, colocadas em placas de petri sendo infestadas com 5 mL de suspenséo
de conidios na concentracdo 1x10° do patégeno Fusarium verticillioides e mantidas
durante sete dias em BOD ajustada a temperatura 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente foram colocadas sobre o solo sete iscas, que consistiam em colmos de
milho de aproximadamente 1-2cm de diametro, autoclavados e cortados. As placas
retornaram para BOD durante mais sete dias. O solo foi mantido durante todo o
experimento a 60% da capacidade de campo. Foram também utilizadas duas testemunhas
a primeira foi representada por um solo autoclavado sem a inoculacdo do patdgeno e a
segunda consistia em um solo autoclavado com a inoculacdo do patdgeno. Foi realizada
ao final do experimento a contagem de iscas colonizadas pelo patégeno, os resultados

foram expressos pela porcentagem de iscas colonizadas.

3.8 Produtividade e Peso de mil gréos (PMG)

Para a estimava de produtividade final de cada tratamento uma colheita manual
foi realizada em cada repeticdo de cada tratamento, numa &rea de 7,2m2, correspondente
as 3 linhas centrais de quatro metros, retirando 0.5 metros de cada extremidade. As
amostras foram trilhadas, secadas e pesadas para determinacdo do peso bruto (kg), apés
a pesagem a umidade foi corrigida a 13% para obtencdo do peso final. De cada uma das
quatro amostras foi extraida uma sub-amostra de 400 graos para o calculo do peso médio

de 1000 gréos. Os dados de produtividade foram convertidos a Kg/ha e expressos nessa
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unidade. O PMG foi obtido pela divisdo da sub-amostras de 400 grdos em quatro sub-
amostras de 100 gréos cada, essas foram pesadas separadamente e a partir do peso obtido
foi feito uma média dos pesos e multiplicado por 10x, os valores para o peso de mil gréos
foram expressos em gramas. (adaptado de BRASIL, 2009b).

3.9 Porcentagem de gréos ardidos e incidéncia de Fusarium verticillioides

Para avaliacdo de gréos ardidos de milho foram separadas sub-amostras de 400
gréos por repeticdo do tratamento da amostra principal, esses grédos foram avaliados
visualmente, sendo considerados como graos ardidos quando apresentavam pelo menos
um quarto de sua superficie descolorida. Baseado no nimero total de graos ardidos foi
calculado a porcentagem de incidéncia desses grdos (BRASIL, 1996). Para a avaliagéo
de incidéncia pelo teste de papel filtro “"Blotter Test”™” foram separadas sub-amostras de
100 gréos por repeticdo do tratamento, esses grdos foram desinfestacdo superficial com
soluc&o de hipoclorito de s6dio a 1% durante 3 minuto, Alcool 70% durante 30 segundos,
lavagem com agua destilada. Os grdos foram distribuidos em quatro placas de petri
(15cm) contendo 3 discos de papel filtro sobrepostos, umedecidos com solucao agar-agua
1%. As placas foram mantidas em camara incubadora pelo periodo de 24 horas sob
temperatura de 20 £ 2 °C e, em seguida foram colocadas em um congelador (-20 °C) por
24 horas. Apos esse processo de congelamento as placas foram mantidas sob lampadas
de luz fluorescente branca, a distancia de 30-40 cm, em camaras com fotoperiodo de 12
horas pelo periodo de 7 dias a temperatura de 20 £ 2°C. Os grdos foram examinados
individualmente com o uso de uma lupa de 30-80X, algumas vezes foi necessario a
utilizacdo de um microscopio Optico para correta identificacdo do fungo Fusarium
verticillioides. O resultado foi obtido através da contagem no nimero de grdos com a
presenca do patdgenos, esse valor foi representado pela porcentagem de gréos infectados
(BRASIL, 2009a)

3.10 Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados.
As variaveis significativas no teste F da analise de variancia foram comparadas pelo teste
de médias Scott-Knott (P=0,05), com auxilio do software Sisvar 5.6. (FERREIRA, 2011).
As comparagdes de medias entre diferentes safras para o teste de supressividade foram
realizadas utilizando o teste t de Student (P<0.05) com a ferramenta estatistica do

software SigmaPlot 12.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Produtividade de gréaos de milho
Na Figura 3 esta apresentada a produtividade média de milho em quilogramas por hectare,
nas safras de 2017 e 2018.
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Figura 3 - Produtividade média de milho em quilogramas por hectare nas safras de 2017
e 2018 em rotacdo com soja e areas em pousio.

* Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula ou mesma letra mindscula sdo
significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

Na primeira safra a produtividade do monocultivo de milho (T5) foi avaliada,
sendo observado uma produtividade média de 6207,57 Kg/ha. Na segunda safra foi
possivel observar a produtividade de milho em 3 diferentes tratamentos, monocultivo de
milho (T5) 5891,43 Kg/ha, rotagdo milho/soja (T1) 6221,97 Kg/ha e rotagdo milho/pousio
(T4) 5841,43 Kg/ha. Ndo houve uma diferenca estatistica significativa segundo a analise
de variancia na produtividade (Tabela 2, Apéndice A) entre os tratamentos na safra 2018

e também entre as duas diferentes safras para o monocultivo de milho.
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4.2 Peso de mil gréos de milho
A Figura 4 apresenta a média de peso de mil grdos de milho em gramas, nas safras de

2017 e 2018.
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Figura 4 - Média de peso de mil grdos de milho em gramas para trés sistemas de cultivo
durante as safras 2016/2017 e 2017/2018.

*Medias seguidas pela mesma letra mailscula ou mesma letra minuscula séo
significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

Segundo a analise de variancia (Tabela 3, Apéndice B) ndo foram observadas
diferengas significativas para o peso de mil grdos de milho entre os tratamentos na safra
2018 e entra as duas safras para o tratamento com monocultivo de milho (T5). Na primeira
safra, T5 apresentou o pesou médio de mil grdos 334,52 gramas, enquanto na segunda
safra 0 peso médio de mil gréos foi 353,62 gramas. Ainda para segunda safra, rotagédo
milho/soja (T1) e rotacdo milho/pousio (T4) apresentaram o peso médio de mil gréos

353,1 e 348,4 gramas respectivamente.
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4.3 Porcentagem de gréos ardidos em milho
Na Figura 5 esté apresentada a porcentagem de grdos ardidos em milho, nas safras

de 2017 e 2018.
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Figura 5 - Porcentagem de gréos ardidos em milho nas safras 2016/2017 e 2017/2018

no sistema de monocultivo de milho, rotacdo soja/milho e pousio/ milho.

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula ou mesma letra minuscula séo
significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

A porcentagem de grdos ardidos em todos os tratamentos, em ambas as safras ficaram
dentro do padréo de qualidade adotado pelo mercado interno, abaixo de 6% de graos
ardidos (MENEGAZZO0, 2000). Na primeira safra T5 apresentou 3,3% de gréaos ardidos.
Na segunda safra os tratamentos T5, T1 e T4 apresentaram 3,3%, 3% e 3,05%
respectivamente. Nao houve diferenca significativa observada na andlise de variancia
(Tabela, Apéndice C) para porcentagem de grédos ardidos entre os tratamentos na safra

2018 e também entre ambas as safras para o tratamento T5.

4.4 Incidéncia de Fusarium verticillioides em Graos de milho “"Blotter Test™”
O resultado de avaliacdo da incidéncia de Fusarium verticillioides, obtido através

do método de “"Blotter Test™ esta representado pela Figura 6.
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Figura 6 - Incidéncia de Fusarium verticillioides em grdos de milho avaliados pelo

método ~"Blotter test.””

*Diferencas em porcentagem da média de incidéncia de F. verticillioides na safra 2018.
**Medias seguidas pela mesma letra mailscula ou mesma letra minGscula sdo

significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

A analise de variancia (Tabela 5, Apéndice D) indicou que para o teste de
incidéncia ""Blotter test.”” existe uma diferenca estatistica entre os tratamentos na safra
2018, é possivel observar uma reducdo nas porcentagens de grdos infectados com
Fusarium verticillioides, quando houve a rotacdo milho/soja (T1) foi observado uma
média de 9,5% graos infectados e milho /pousio (T4) uma média de 11 %. As médias de
porcentagem para o tratamento monocultivo (T5) de milho foram 19,5% e 18,25% para
as safras 2016/2017 e 2017/2018 respectivamente. N&o houve uma diferenca significativa

na porcentagem de graos infectados entre as duas safras para o tratamento T5.

4.5 Quantificacdo de Fusarium verticillioides em restos culturais de milho.
Para cada reacdo de DNA em tempo real foram realizadas avaliagdes prévias da

qualidade e especificidade das amostras analisadas e das amostras utilizadas para



montagem da curva padrdo. Foi

demonstrado na figura 7
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levado em conta a eficiéncia de cada reacdo como

0
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Figura 7 - Eficiéncia das reac6es de PCR em tempo real

As quantidades de DNA para cada tratamentos ao longo das duas safras séo

demonstradas pela figura 8.
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Figura 8 - Média da concentracdo de DNA de Fusarium verticillioides em relacdo ao
tempo para cada tratamento.

O resultado de concentracdo de DNA de Fusarium verticillioides, obtido através
da PCR em tempo real para primeira safra 2016/2017 esté representado pela Figura 9.
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Figura 9 - Média da concentracdo de DNA de F. verticillioides em amostras na primeira
safra 2016/2017.

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula sdo significativamente semelhantes P<0,05
de acordo com o teste Scott-Knott.

Partindo de uma mesma amostra inicial (TO) os tratamentos que apresentavam o plantio
de soja (T1 e T2) e monocultivo de milho (T5) ndo apresentaram diferenca significativa
(Tabela 6, Apéndice E) da testemunha ao final da 1°safra. Enquanto T4 e T5 que foram
mantidos em pousio tiveram uma reducdo na quantidade de DNA detectados e foram
diferentes estatisticamente da amostra inicial. A Figura 10 apresenta a diferenca de
concentragdo de DNA de Fusarium verticillioides dentro de cada tratamento para o final
da safra 2016/2017 e inicio da safra 2017/2018, além da diferenca entre tratamentos

dentro de uma mesma safra.
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Figura 10 - Comparacédo entre médias das amostras finais da safra 2016/2017 e iniciais
da safra 2017/2018.

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula dentro de cada safra sdo significativamente
semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

*Médias seguidas pela mesma letra minascula dentro de cada tratamento sdo
significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

As amostras iniciais da safra 2017/2018 foram coletadas dentro de cada tratamento e
houve um aumento em rela¢do & amostra do final da 1° safra para os tratamentos T1, T2
e T5. Esse aumento durante a entressafra também foi observado para os tratamentos T3 e
T4, entretanto foi em menor quantidade e ndo houve uma diferenca significativa (Tabela
7, Apéndice F) entre as amostras. A figura 11 apresenta a diferenca de concentracdo de
DNA de Fusarium verticillioides dentro de cada tratamento para o inicio da safra
2017/2018 e final da safra 2017/2018, além da diferenca entre tratamentos dentro de uma
mesma safra.
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Figura 11 - Comparacdo entre amostra final e inicial da safra 2017/2018.

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula dentro de cada safra sdo significativamente
semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.
*Medias seguidas pela mesma letra minGscula dentro de cada tratamento s&o

significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.

Os tratamentos rotacdo milho/soja (T1), monocultivo de soja (T2), reduziram a
quantidade de DNA a niveis muito baixos no final da final da 2° safra rotacéo pousio/soja
(T3) também manteve a quantidade de DNA baixa. A rotacao pousio/milho (T4) apesar
de um pequeno aumento ndo demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 8, Apéndice G). No tratamento com monocultivo de milho (T5) foi observada
uma reducgdo em relagdo a amostra inicial, porém a quantidade de DNA foi mantida em
maiores quantidades. A figura 12 apresenta um comparativo entre os tratamentos ao final
da segunda safra 2017/2018.



35

0,030 q
— B
3
S 00251
)
£
§ 0,020
a
2 0015
O
o
T 0010 A
[}}
[8)
5
8 0,005 1
A A A
0,000 s, I == : :
AN N A\ =» A\
& & & & &
RS N X RS S
3 o o Q Q
S F s
0\0 %Q\ og\ 9\0 '®0
) Qo Q°° ‘\\\

Figura 12 - Média da quantidade de DNA entre tratamentos ao final da segunda safra

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula sdo significativamente semelhantes P<0,05
de acordo com o teste Scott-Knott.

E possivel observar que o tratamento T5 foi diferente estatisticamente dos demais
tratamentos (Tabela 9, Apéndice H), apresentando uma maior concentracdo de DNA nas
amostras no final da segunda safra.

4.6 Teste de Supressividade para Fusarium verticillioides

O teste de supressividade do solo avalia a porcentagem de iscas colonizadas pelo
patogeno alvo, esse fator é inversamente proporcional a supressividade do solo, isso
significa que quanto maior a porcentagem de iscas colonizadas menor seré a capacidade
supressiva do solo ao patégeno alvo. A diferenca na porcentagem de iscas colonizadas

entre os tratamentos para as duas safras esta representada pela Figura 13, enquanto a
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variacdo na porcentagem de iscas colonizadas entre as duas safras pode ser demonstrada

pela Figura 14.
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Figura 13 - Porcentagem de iscas colonizadas no teste de supressividade de solo nas
safras 2017 e 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula ou mesma letra minuscula séo
significativamente semelhantes P<0,05 de acordo com o teste Scott-Knott.
*TO = testemunha
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Figura 14 - Diferenga na porcentagem de iscas colonizadas entre as safras 2017/2018 e
2016/2017.

* Diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (P<0.05).

Para a safra 2016/2017 a analise de variancia (Tabela 10, Apéndice I) demonstrou
que existe diferencas significativas entre os tratamentos e as testemunhas, inoculada
(100%) e ndo inoculada (0%). Dentre os tratamentos foi possivel observar uma maior
porcentagem de iscas colonizadas quando o sistema de manejo presente era 0
monocultivo de milho (71,25%), isso indica que ocorreu um aumento de supressividade
contra Fusarium verticillioides em todos os tratamentos que tiveram o ciclo de
monocultivo quebrado. Na safra 2017/2018 a andlise de variancia (Tabela 11, Apéndice
J). conseguiu separar somente a testemunha ndo inoculada de todos os tratamentos. A
testemunha inoculada se agrupou com os tratamentos pousio/milho (78,5%) e
milho/milho (89,5%) ambos com as maiores porcentagens de iscas colonizadas. A rotagdo

soja/milho (64%) juntamente com os tratamentos soja/soja (50%) e pousio/soja (53.5%)
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tiveram uma diminuicéo significativa da porcentagem de iscas colonizas, demonstrando
um aumento da supressividade dos solos para esses tratamentos contra F. verticillioides.
Em relagédo a variagdo da supressividade nas diferentes safras para os tratamentos (Figura
13) foi possivel observar um aumento na porcentagem de iscas colonizadas nos
tratamentos em que foi plantado milho na safra 2018, indicando uma possivel associacéo
da presenca de milho na area com a diminuicdo da supressividade no solo, é importante
destacar também o aumento da porcentagem de iscas colonizadas no monocultivo de

milho.
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5 DISCUSSAO

Em relacdo a produtividade, apesar da diferenca ndo significativa para os
tratamentos € possivel observar um aumento quando foi realizada a rotagdo com o cultivo
de soja e uma diminuicdo da produtividade quando a area foi mantida em pousio.
Trabalhos de manejo de rotacdo de cultura demandam um maior tempo para que ocorram
diferencas significativas como demonstrado por Lombardi et al. (2002), que observaram
com seu trabalho de 12 anos um ganho de produtividade ao longo dos anos proporcionado
pelo plantio direto e rotacdes de culturas.

O fator que pode ter levado a reducdo da produtividade em rotacdo com pousio €
0 aumento do banco de sementes de plantas daninhas, que ocasionou uma maior
dificuldade de controle da safra seguinte em relacdo a rotacdo de culturas com soja.
Fabian (2009), também observou um decréscimo da produtividade em plantios de milho
onde previamente a area foi mantida em pousio. O mesmo ocorre para 0 peso de mil
gréos, a diferenca demanda um maior tempo de cultivo, tendo diversos trabalhos de curta
duracdo ndo demonstrado uma alteracéo significativa no PMG.

N&o foi observado uma diferenca significativa entre os tratamentos para
porcentagem de graos ardidos no teste visual entretanto quando foi avaliado a incidéncia
de Fusarium verticillioides pelo método do papel filtro "Blotter test” foi possivel
visualizar melhor a realidade da infestacdo do patdgeno e observar uma diferenca
significativa entre os tratamentos. Ambos 0s tratamentos com rotagao apresentaram uma
reducdo na porcentagem de grdos infectados. Trento et al. (2002) obtiveram resultados
semelhantes estudando o fungo F. moniliforme, que hoje engloba os fungos conhecidos
como F. proliferatum, F. subglutinans e F. verticillioides encontrando uma relagéo da
rotacdo de culturas com a menor incidéncia dos patégenos em grdos de milho. Esse
resultado pode ser explicado pela sobrevivéncia maior dos patdgenos em restos culturais
no monocultivo, como foi observado por Denti e Reis (2001).

Os dados de quantificacdo tiveram sua especificidade assegurada pelas curvas
melting das reagdes, como Tomaz et al. (2016) destacam para uma boa especificidade do
material utilizado sdo desejadas curvas com um Unico pico, 0 que ocorreu para todas as
reacOes, além disso a eficiéncia das reacBes foi destacada pelas analises do software
utilizado. Com relacdo aos dados foi possivel observar uma reducdo na quantidade de
DNA encontrado em todos os tratamentos exceto 0 monocultivo de milho, a rotacdo com

soja manteve a quantidade de DNA baixa, enquanto no pousio houve um pequeno
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aumento nessa quantidade, entretanto, esse aumento nao foi estatisticamente
significativo. E importante aqui destacar o aumento da quantidade de DNA durante a
entressafra isso pode ter sido provocado pela colonizacdo do fungo no material disponivel
e na falta de outros substratos. O efeito da reducdo da quantidade de DNA de Fusarium
verticillioides na rotacdo Soja/Milho e Soja/Soja foi notado na segunda safra. Para a
soja/milho a reducdo ocorreu mesmo na presenca da cultura do milho.

Estudos anteriores demonstram a importancia da rotagdo de culturas na
composicao bacteriana, comunidade de fungos e fauna do solo (PERALTA et al. 2018;
MCLAUGHLIN e MINEAU, 1995). No teste de supressividade as testemunhas se
comportaram como o esperado, com a auséncia de colonizacao no solo autoclavado néo
inoculado e 100% de infestagdo no mesmo solo inoculado, isso demonstra claramente o
efeito da supressividade do solo na diminui¢do da incidéncia do patégeno quando se
compara com 0s demais tratamentos. Varios trabalhos demonstraram a importancia
microbiana do solo para a supressividade a diversas doengas. Solos esterilizados ndo tem
capacidade supressiva e facilitam a atuacdo de patogenos (GARBEVA et
al. 2006 ,BRUSSAARD etal. 2007 , POSTMA et al. 2008). Os sistemas de rotacdo foram
efetivos no aumento da supressividade do solo contra F. verticillioides. Estudos
demonstraram o potencial da rotagdo de cultura no controle de diversos patégenos com
Fusarium spp. Phytophthora e Rhizoctonia spp., através do mecanismo de supressividade
do solo (REYNOLDS et al. 2003 , RAAIJMAKERS et al. 2009 , VAN DER PUTTEN et
al. 20016).

A presenca do milho no plantio reduz a supressividade do solo, provavelmente
por um efeito estimulante ou benéfico para o fungo F. verticillioides, entretanto no
sistema onde houve rotacdo com a soja a reducdo dessa supressividade foi menor. A
rotacdo com o pousio ndo conseguiu manter um efeito duradouro e a reducdo da
supressividade foi observada com a volta do plantio de milho, Peralta et al. (2018),
observou uma reducdo no potencial de supressao de patdgenos em solos mantido em
pousio em comparagdo com rotagdes de culturas. Em areas onde foi conduzido o plantio
de soja/soja 0 aumento da supressividade foi grande e constante demonstrando uma
possivel estabilidade dos microrganismos antag6nicos a F. verticillioides presentes.
Bennett et al. (2012), destaca a importancia da rotacdo de culturas na abundancia do

patogeno quando culturas ndo-hospedeiras estdo no sistema de rotacéo.


https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ecs2.2235#ecs22235-bib-0058
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ecs2.2235#ecs22235-bib-0028
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ecs2.2235#ecs22235-bib-0014
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ecs2.2235#ecs22235-bib-0073
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6 CONCLUSOES

As medidas de manejo adotadas foram eficientes na reducdo da quantidade de
DNA do patégeno Fusarium verticillioides em comparacdo com o sistema de
monocultivo de milho.

A supressividade do solo contra F. verticillioides é aumentada e tem maior
duracdo quando a rotacao de culturas é realizada com a soja. O pousio apesar de ter um
efeito no aumento da supressividade ndo consegue manter a mesma com o retorno do
plantio de milho.

O monocultivo de milho aumenta e mantem elevada a quantidade de DNA do
patégeno F. verticillioides, além de exercer um efeito negativo sobre a supressividade do
solo a esse patégeno.

Foi possivel observar um potencial da rotacdo de culturas no controle de doencas
de solo, entretanto estudos mais aprofundados para identificacdo e manejo do microbioma

S80 necessarios.
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APENDICE A - TABELA 2

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia dos dados de produtividade de milho.

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 3 163574,5352 "%
Bloco 3 248660,6430 "
Residuo 9 139875,1236
Total 15
C.V. (%) 6,19

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE B - TABELA 3

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia dos dados de peso de mil sementes de milho.

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 3 317,6643"*
Bloco 3 104,5722 "
Residuo 9 437,0340"*
Total 15
C.V. (%) 6,02

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE C- TABELA 4

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia dos dados de porcentagem de gréos ardidos
de milho

Fontes de variacao G.L. Quadrado medio
Tratamento 3 406,9167*
Bloco 3 3,5833"*
Residuo 57 18,4605
Total 63
C.V. (%) 29,5

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE D - TABELA5

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia da incidéncia de Fusarium verticillioides
obtidos pelo método do papel filtro "Blotter Test™".

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 3 0,1800 "*
Bloco 3 0,0917"*
Residuo 9 0,0806
Total 15
C.V. (%) 8,87

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE E - TABELA 6

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia da concentracdo DNA inicial safra
2016/2017.

Fonte de Variagéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 5 0,0000*
Residuo 18 0,0000
Total 23
C.V. (%) 47,73

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"S- N4o significativo



APENDICE F- TABELA 7

Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo de DNA final safra
2016/2017 e inicial safra 2017/2018.

Fonte de Variagéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 4 0,0007*
Tempo 1 0,0020*
Tratamento*Tempo 4 0,0004*
Residuo 30 0,0000
Total 39
C.V. (%) 55,72

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"S- N4o significativo



APENDICE G - TABELA 8

Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo de DNA inicial e final da
safra 2017/2018.

53

Fonte de Variagéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 4 0,0012*
Tempo 1 0,0013*
Tratamento*Tempo 4 0,0002*
Residuo 30 0,0000
Total 39
C.V. (%) 55,85

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"S- N4o significativo
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APENDICE H - TABELA 9

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia da concentracdo DNA final safra 2017/2018.

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 4 0,0004*
Residuo 15 0,0000
Total 19
C.V. (%) 76,26

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE I - TABELA 10

Tabela 10 - Resumo da anélise de variancia da supressividade do solo safra 2016/2017

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 6 3816,8124*
Bloco 3 162,7794 "
Residuo 18 117,4279
Total 27
C.V. (%) 21,45

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo
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APENDICE J - TABELA 11

Tabela 11 - Resumo da anélise de variancia da supressividade do solo safra 2017/2018

Fonte de Variacéo G.L. Quadrado Médio
Tratamento 6 4351,3120*
Bloco 3 87,4636 "*
Residuo 18 127,1461
Total 27
C.V. (%) 18,12

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"5 Nao significativo



