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RESUMO

O mofo branco causado por S. sclerotiorum em soja pode ser
disseminado por sementes, havendo poucas informacGes sobre o tratamento
de sementes para o seu controle. Neste estudo, foram avaliados os efeitos
dos tratamentos quimico e biolégico no controle de S. sclerotiorum
associado as sementes de soja em diferentes potenciais de inéculo sob
condigdes controladas. Os diferentes potenciais de indculo, Py, Pys, Pss, P72 €
Pgs, correspondentes a 0, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do das sementes ao
patogeno, foram obtidos pela técnica de condicionamento osmotico. As
sementes inoculadas foram tratadas com tiofanato metilico + fluazinam,
T.harzianum e T. asperellum, em separado. Foram avaliadas a sanidade, a
germinacgéo e o vigor das sementes e plantulas. O ensaio foi conduzido a 20
°C e 25 °C. Nos testes in vitro, o controle do patégeno ocorreu somente com
0 uso dos fungicidas quimicos no potencial de in6culo P24. Né&o foi
constatada a doenca no potencial PO. A 20 °C os efeitos da doenca foram
mais drasticos e a eficicia do tratamento sanitario foi menor em ambos 0s
tratamentos. De modo geral T. harzianum controlou mais a doenga em
relacdo a T. asperellum, embora do ponto de vista epidemiol6gico as
diferencas ndo tenham sido significativas. Conclui-se que o tratamento
sanitario das sementes para o controle de mofo branco a partir das sementes
contaminadas apresenta-se eficaz em condi¢cGes de baixo potencial de
inoculo (P24).

Palavras-chave: Glycine max L. Sclerotinia sclerotiorum. sanidade.



ABSTRACT

The white mold, caused by S. sclerotiorum on soybean can be
spread by seed, with little information on seed treatment to control it. In this
study, the effects of chemical and biological treatments were evaluated for
the control of S. sclerotiorum associated with soybean seeds in different
inoculum potentials under controlled conditions. The different inoculum
potentials PO, P24, P48, P72 and P96, corresponding to 0, 24, 48, 72 and 96
hours of exposure to the pathogen seeds were obtained by water restriction
technique. The inoculated seeds were treated with methyl thiophanate +
fluazinam, T.harzianum and T. asperellum separately. Sanity, germination
and vigor of seeds and seedlings were evaluated. The trial was conducted at
20 °C and 25 °C. In vitro testing, pathogen control occurred only with the
use of chemical fungicides in P24 inoculum potential. It was not detected the
disease in potential PO. At 20 °C the effects of disease were more drastic and
the effectiveness of sanitary treatment was lower in both treatments. In
general, T. harzianum was more effective in the control of the disease than
T. asperellum, although under epidemiological point of view the differences
were not significant. It concluded that the sanitary treatment of seeds to
control white mold from contaminated soybean seeds has become effective
at low inoculum potential conditions (P24).

Keywords: Glycine max L., Sclerotinia sclerotiorum, sanity.



11

1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril] é uma das culturas agricolas mais
importantes do Brasil, em se destacando como sendo o segundo maior pais
produtor desta leguminosa (HIRAKURI; LAZAROTTO, 2011), com grande
producdo anual e expressiva participagdo na economia brasileira
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTAECIMENTO do BRASIL,
2014). Com os avangos tecnoldgicos, o cultivo da soja ainda esta sujeito a
ocorréncia de inimeras doengas que ocasionam perdas de producgdo e/ou
produtividade (HENNENBERG et al., 2011).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary tem sido destacada em
diversas regides agricolas no mundo inteiro como um patégeno altamente
agressivo aos cultivos comerciais (BOTELHO, 2011; JULIATTI et al.,
2011), sendo responsavel por perdas de producdo significativas em varias
circunstancias (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006; XIMENES, 2013).

O patogeno possui ampla gama de hospedeiros (CUNHA, 2010;
HENNEBERG et al., 2011); alta capacidade de sobreviver no campo como
esclerédios (AGRIUS, 2005; CUNHA, 2010; HENNEBERG et al., 2011);
além de ser facilmente disseminado por meio de sementes contaminadas
e/ou infectadas (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006; BOTELHO, 2011;
MACHADO; MACHADO, 2011). Muitas dificuldades existem para o seu
controle (BOTELHO, 2011).

No entanto, o tratamento de sementes é um método recomendado
muito importante de controle desta doenca, reduzindo fontes de in6culo, com
a utilizacdo de quantidades minimas de produtos e tendo baixo custo para o
produtor (HENNEBERG et al., 2011; SAHARAN; MEHTA, 2008).

O tratamento das sementes com produtos quimicos para o controle
do mofo branco tem sido uma pratica bastante sugerida aos sojicultores
brasileiros, e os produtos mais utilizados, oficialmente registrados,
pertencem ao grupo dos protetores e dos erradicantes (HENNEBERG et al.,
2011; PRADO, 2014).
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Com relacéo ao controle biol6gico, o alvo tem sido o controle de S.
sclerotiorum sob a parte aérea do cultivo ou associado a palhada no sistema
de plantio direto, em primeiro plano; e em segundo, o tratamento de
sementes com a utilizacdo de espécies de Trichoderma spp., fungos
antagonistas, saprofitas, com varios produtos comerciais formulados para
esta finalidade (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; CARVALHO
FILHO, 2013; OLIVEIRA, 2005; PEREIRA et al., 2013).

Estes métodos tém sido bastante utilizados em campos produtivos
para o controle em baixos niveis de indculo de sementes (CARVALHO
FILHO; 2013; PEREIRA et al., 2013), porém pouco se sabe sobre a
efetividade destes produtos em sementes de soja em funcdo de niveis
variaveis de potencial do inoculo.

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a influéncia de diferentes
potenciais de indculo de S. sclerotiorum em sementes de soja tratadas com

produtos quimicos e biolégicos.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos econdmicos da cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merril] é uma planta pertencente a
familia das Fabaceas (Leguminosas), de origem asiatica, considerada uma
das principais “Commodities” agricolas do mundo. O aumento da area
plantada no mundo esté relacionado com a utilizagéo de suas sementes para
a producdo de proteina utilizada na alimentacdo animal e humana e na
producdo do 6leo e seus subprodutos com diversas finalidades industriais
(BOTELHO, 2011; BOTELHO et al., 2013).

Os maiores consumidores mundiais (importadores) de soja sdo 0s
paises asiaticos, como China, Japdo e Taiwan, que juntos consomem 68% de
toda a soja produzida no mundo (USDA AGRICULTURAL
PROJECTIONS TO 2023, 2014). O Brasil e os Estados Unidos sdo o0s
maiores exportadores mundiais com 39,5 % e 37,7% respectivamente
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTAECIMENTO DO BRASIL,
2014; USDA AGRICULTURAL PROJECTIONS TO 2023, 2014).

A produgdo mundial de soja para o ano de 2014 foi de 285.304
toneladas, sendo 32,2% produzidos pelos Estados Unidos (92.261 t), 29,1%
(87.859,4 t) pelo Brasil e 19,1% (54.500 t) pela Argentina. Estes trés paises
juntos sdo responsaveis por 81,23% de toda a soja produzida no mundo
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTAECIMENTO DO BRASIL,
2014; USDA AGRICULTURAL PROJECTIONS TO 2023, 2014).

No Brasil, a safra de 2013/14 apresenta uma producdo de 87.859,4
toneladas em éarea plantada de 29.522 ha. O Estado do Mato Grosso é o
responsavel pela maior produgdo do pais, com cerca de 26.000 toneladas,
seguido pelos estados do Parand, Rio Grande do Sul e Goids (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTAECIMENTO DO BRASIL, 2014).

As cultivares modernas de soja cultivadas no Brasil ttm uma

produtividade de cerca de trés toneladas de grdos/ha, dentre estas, pode-se
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destacar a cultivar de ciclo médio M-7211RR, ajustada para as condi¢des
ambientais do Sudeste brasileiro (MENDES, 2014; MONSOY, 2015).

Um dos fatores de risco para a producdo econdmica da soja no Brasil
tem sido a ocorréncia de doencas, cujos danos iniciam-se a partir da
germinacdo das sementes. Entre os fungos fitopatogénicos que contribuem
para perdas na producdo da soja no Brasil estdo: Colletotrichum truncatum,
agente etiolégico da antracnose; Phakopsora pachyrhizi, da ferrugem
asiatica; Diaporthe phaseolorum f.sp. meridionalis, do cancro da haste;
Fusarium solani f.sp. glycines, da podriddo vermelha da raiz; Peronospora
manshurica, do mildio da soja e Sclerotinia sclerotiorum, da podriddo
branca da haste ou mofo branco (ALMEIDA et al., 2005; BORKERT et al.,
1994; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2010;
MENDES, 2014).

2.2 ASPECTOS GERAIS DO MOFO BRANCO EM SOJA

O mofo branco é uma doenca altamente destrutiva cujo agente
etioldgico é o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, que infecta
mais de 400 espécies diferentes, como por exemplo, o feijdo comum, a soja,
0 algodéo, dentre outras (ALMEIDA et al., 2005; BOLAND; HALL, 1994;
BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; GRABICOSKI, 2012).

O ciclo de vida de S. sclerotiorum é monociclico (ndo existe
indculo secundario), ocorrendo o favorecimento do patégeno durante as
épocas mais amenas do ano (15 — 20 °C) (FISHER et al., 2014), com
producdo de esclerddios nos tecidos epigeos (folhas, ramos, flores, vagens e
sementes) dos hospedeiros. As estruturas de resisténcia permanecem
dormentes durante as épocas mais amenas do ano e com umidade relativa do
ar acima de 60% (FISHER et al., 2014; NAPOLEAO et al., 2006).

Os esclerddios ao germinarem, quando a temperatura se torna mais
amenas, ndo toleram temperaturas altas acima de 25 °C (fator que limita um

quadro epidémico em determinados locais produtivos), produzem corpos de
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frutificacdo chamados apotécios (hastes finas terminando em forma de tacas
de 5 - 15 mm de didmetro), e que contém 0s ascos e seus ascOsporos, 0s
quais sdo disseminados pelo vento (ALMEIDA et al., 2005; FISHER et al.,
2014; OLIVEIRA, 2005; PEREIRA et al., 2013; SAHARAN; MEHTA,
2008).

Estes ascdsporos disseminados ao encontrarem um hospedeiro
susceptivel iniciam a infeccdo e rapidamente aparecem aglomerados
miceliais brancos, ocorrendo também os sintomas caracteristicos de acordo
com a cultura afetada, e no fim da estagdo de crescimento ocorre a produgédo
de esclerddios. Esses permanecem na superficie do solo, em restos culturais,
em sementes e em plantas daninhas, permanecendo inativo até a proxima
época de cultivo, quando as condi¢cBes ambientais forem favoraveis a outro
ciclo deste patdgeno (BOTELHO, 2011; FISHER et al., 2014;
GRABICOSKI, 2012; NAPOLEAO et al., 2006; SAHARAN; MEHTA,
2008).

Segundo Garcia et al. (2010), temperaturas amenas, plantio em
sucessdo de culturas com espécies altamente suscetiveis, cultivos irrigados e
0 uso de sementes contaminadas/infectadas, sdo as formas mais comuns e
eficazes de entrada e disseminacdo do inoculo nas é&reas de cultivo
(PEREIRA et al., 2013; XIMENES, 2013).

O primeiro relato deste patégeno no Brasil ocorreu na década de 20,
na regido Sul, mais precisamente no Estado do Parana em plantio com a
cultura da batata (GRABICOSKI, 2012). A primeira epidemia em soja
ocorreu em meados de 1976, no estado do Parana, passando a ser
disseminado em diversas areas de cultivo intensivo desta cultura (CUNHA,
2010).

As perdas de produtividade na cultura da soja causadas por S.
sclerotiorum s8o estimadas em mais de 30% (BOTELHO, 2011;
HENNENBERG et al., 2011; LITHOLDO JUNIOR et al., 2011). Segundo
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Ximenes (2013), o inicio de perdas significativas em lavouras de soja
iniciou-se a partir da safra 2005/2006, coincidindo com o0 aumento das areas
de soja RR (soja transgénica) e aumento do uso de fungicidas. Outras safras
com maiores danos foram as de 2008/2009 e 2010/2011; e a safra com
menor incidéncia da doenca foi a de 2011/2012. Este autor ainda menciona
que as perdas de produtividade podem aproximar-se de 70%, em campos
altamente infectados.

Ensaios que simulem um alto potencial de in6culo de S. sclerotiorum
em sementes de soja, visando estudos acerca da dinamica do controle desta
doenca, podem ser realizados com a utilizagdo da técnica do
condicionamento osmotico, que consiste em colocar sementes isentas de S.
sclerotiorum sobre o crescimento micelial deste fungo. O meio de cultura
utilizado para esta técnica é composto por BDA e um restritor hidrico, que
tém a funcdo de favorecer a troca osmética entre 0 meio de cultura e as
sementes, sem permitir que haja a protrusao radicular destas e possibilitando
0 contato por longos periodos de tempo da semente com o patdgeno
(MACHADO; MACHADO, 2011).

Para ensaios com sementes de soja e mofo branco é comumente
utilizado como restritor hidrico o manitol, agucar facilmente dissolvido em
agua, que, quando utilizado seguindo as recomendacfes propostas por
Machado e Machado (2011), propicia um crescimento satisfatorio do micélio
fangico, possibilitando que este seja abundante em cima da superficie do
meio de cultura, sobre o qual as sementes sdo colocadas e mantidas por

periodos de tempo determinados.

2.3 CONTROLE BIOLOGICO DO MOFO BRANCO
O controle biol6gico no contexto de manejo de doencas de plantas

consiste na introducdo de microrganismos no agroecossistema visando ao
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controle de fitopatdgenos (NAGARAJKUMAR; BHASKARAN;
VELAZHAHAN, 2004). Inimeras sdo as espécies com potencial para este
fim, com destaque para Trichoderma spp., devido a sua eficiéncia e
facilidade de estabelecimento no solo (SAHARAN; MEHTA, 2008).

Este fungo tem sua fase teleomorfica representada pelo género
Hypocrea e realiza o controle biologico por meio de diferentes mecanismos
de acdo (HOWEL, 2003; MELO, 1998; SHORESH; HARMAN;
MASTOURI, 2010; VINALE et al., 2008) como a producéo de substancias
antifungicas (antibidticos), competicdo por nicho e alimento e
hiperparasitismo (HARMAN et al., 2004; MELO, 1996; VINALE et al.,
2008).

Carvalho Filho (2013) e Paula Janior et al. (2009) referenciam que
0 tratamento bioldgico utilizando Trichoderma spp., principalmente no
sistema de plantio direto (SPD), tem viabilizado a atividade de antagonistas
pelo aumento natural da matéria organica no solo. Também sdo utilizados
produtos formulados a base destes microrganismos que controlam mofo
branco pela acdo de metabdlitos e pela acdo parasita de suas hifas sobre o
patégeno (CARVALHO FILHO, 2013; OLIVEIRA, 2005; PEREIRA et al.,
2013).

Dentre as espécies de Trichoderma utilizadas no controle biol6gico
do mofo branco, estdo T. harzianum e T. asperelum, que apresentam uma
fungdo no controle de fungos por micoparasitismo, competi¢cdo dentro do
nicho e antibiose. Estas sdo responsaveis por favorecerem a inducdo de
resisténcia nas plantas, sendo usado para a aplicagédo foliar, tratamento das
sementes e ao tratamento do solo para a supressdo de varios patdgenos
causadores de fitodoencas (CARVALHO FILHO, 2013; GORGEN et al.,
2009; PAULA JUNIOR et al., 2009; PAULA JUNIOR et al., 2012).

Carvalho et al. (2011) descrevem a utilizagdo de Trichoderma spp.
para o controle bioldgico do mofo branco em feijdo, sendo este bastante
eficaz, restringindo em mais de 90% o crescimento fungico. Em outros

estudos, foram observados que diversos isolados de Trichoderma produzem
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metabdlitos ndo volateis e que também parasitam o patégeno em condicdes
controladas (LOBO JUNIOR; ABREU, 2000). Diversos outros
pesquisadores descrevem a eficacia do controle bioldgico do mofo branco.

Carvalho Filho (2013) descreve que diferentes isolados de
Trichoderma spp. apresentaram altos niveis de inibicdo micelial de S.
sclerotiorum. Castillo et al. (2011) relatam que diferentes isolados de
Trichoderma apresentaram niveis entre 83,3 a 88,9% de inibicdo micelial de
S. sclerotiorum e S. cepivorum por metabdlitos ndo volateis, em testes in
vitro pelo pareamento de culturas.

Carvalho Filho (2013), Ethur et al. (2005) e Ximenes (2013) citam
a existéncia de produtos formulados e registrados no Brasil a base de
espécies de Trichoderma spp. que podem ser utilizados no tratamento de
sementes de soja contra 0 mofo branco. Segundo o Agrofit (2015), no Pais,
estdo registradas duas marcas comerciais para uso em sementes de produtos
a base de T. asperelum (Quality ®) e de T. harzianum (Ecotrich WP ®).

De modo geral, pouco se sabe sobre o desempenho do tratamento
biolégico de sementes com diferentes potenciais de mofo branco em

sementes com o uso de Trichoderma.

2.4 CONTROLE QUIMICO DO MOFO BRANCO

Existe atualmente um volume satisfatério de informacdes sobre o
tratamento quimico de sementes visando ao controle de mofo branco de soja
(BOTELHO, 2011; BOTELHO et al., 2013; MENDES, 2014; ZANCAN,
2011; ZANCAN et al., 2012; ZANCAN et al., 2015). Para este tratamento,
sdo utilizadas substancias sintéticas que agem sobre os patdégenos em
sementes (MENTEN; MORAES, 2010; SAHARAN; MEHTA, 2008),
eliminando ou diminuindo o nivel de infec¢do, garantindo assim o

estabelecimento pleno da cultura no campo (MACHADO, 2000).
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Para o caso de S. sclerotiorum em soja, estes produtos séo eficazes
em reduzir o indculo em sementes (PRADO, 2014) e a restringir a produ¢do
e atuacdo de estruturas de resisténcia em campo.

O controle quimico do mofo branco tem sido praticado de forma
crescente e indiscriminada na maioria das areas de cultivo de soja no Brasil,
principalmente em locais com condi¢cBes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento desta doenca.

E importante ressaltar que atualmente existem no Brasil apenas
alguns produtos registrados oficialmente para tratamento de sementes de soja
visando ao controle de S. sclerotiorum, como por exemplo, a mistura
comercial de fluazinam e tiofanato metilico, conhecido como Certeza®
(CAMPOS et al., 2011; JULIATTI et al., 2011; PRADO, 2014).

No entanto, no mercado existem outros produtos quimicos
registrados para o tratamento de sementes de soja visando ao controle de
outros fungos fitopatogénicos a esta cultura, tais como Phomopsis,
Colletortrichum truncatum, Cercospora, dentre outros, 0s quais possuem
também efeito sobre o agente do mofo branco em campo (BRASIL, 2015).

O objetivo central deste trabalho é avaliar diferentes niveis de
indculo de S. Sclerotiorum que influenciam na eficacia do tratamento

sanitario de sementes de soja e na sua detecgéo.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Patologia de
Sementes (LAPS) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas sementes de soja, cultivar 7211
IPRO, Monsoy ®, com caracteristicas RR e moderadamente susceptivel a S.
sclerotiorum (MONSOQY, 2014). Inicialmente as sementes foram submetidas
aos testes de sanidade (blotter teste e incubacdo em meio Neon), e de
germinacéo (rolo de papel) e vigor (tetrazolio) conforme recomendacdes das
RAS (BRASIL, 2015). O isolado de S. sclerotiorum, Ref. LAPS 242, foi
procedente de plantas de soja produzidas no municipio de Barreiras - BA,

com viruléncia comprovada anteriormente (BOTELHO, 2011).

3.1 Procedimento para obtencdo de diferentes niveis de potencial de
inéculo de S. sclerotiorum em sementes de soja

Inicialmente as sementes foram desinfestadas em solugdo de
hipoclorito de sédio (1% por 1 minuto), lavadas em agua esterilizada (uma
vez) e secas em temperatura ambiente por 24 horas. O isolado de S.
sclerotiorum foi cultivado em placas de Petri (15 cm de didmetro) contendo
meio batata-dextrose-agar (BDA) acrescido do soluto manitol, com potencial
osmético ajustado para -1,0 Mpa (73,04 g/L), conforme o software SPMM
(MICHEL; RADCLIFFE, 1995). Foram depositados discos de 5 mm de
diametro contendo micélio do fungo ao centro das placas, as quais foram
colocadas e mantidas em camara tipo BOD (temperatura: 20 = 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas diarias) pelo periodo de cinco dias (MACHADO et
al., 2001).

Apos a incubacdo, 50 g de sementes de soja desinfestadas foram
distribuidas (camada Unica) sobre a col6nia flngica e mantidas sob as
mesmas condi¢Ges anteriormente relatadas por diferentes periodos de

exposicdo (24, 48 e 72 e 96 horas), correspondendo estes periodos aos
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potenciais de inoculo: P24, P48, P72 e P96, respectivamente, havia um
potencial testemunha PO em que as sementes ndo entraram em contato com o
crescimento micelial (BOTELHO, 2011). Como testemunha para 0 manitol,
foram utilizadas sementes de soja, expostas as mesmas condi¢Bes acima
relatadas, porém sem a presenca de S. sclerotiorum. Posteriormente, todas as

sementes foram secas em temperatura ambiente por 24 horas.

3.2 Tratamento quimico e biol6gico das sementes de soja

Sementes de cada potencial de inoculacdo foram divididas em
quatro partes iguais, que foram submetidas aos tratamentos: 1- Controle, ndo
tratadas; 2- tiofanato metilico + fluazinam (Certeza®), tratadas de acordo
com as especifica¢bes do fabricante (180 ml/100 kg de sementes); 3- tratadas
com Trichodermil® SC 1306 (Trichoderma harzianum), na propor¢éo de
100 ¢/100 kg de sementes de soja, 4 - tratadas com Quality® (Trichoderma
asperelum), na propor¢cdo de 100 ¢/100 kg de sementes de soja. Os
tratamentos foram realizados de acordo com a metodologia proposta por
Machado e Machado (2011).

3.3 Testes de avaliacGes de desempenho do tratamento de sementes

3.3.1 Teste de germinacéo: Este teste foi realizado em bandejas com areia
estéril, consistindo em quatro repeticdes de 25 sementes/tratamento,
acondicionadas em camara de germinacao (sete dias/25 + 2 °C), ocorrendo a
contagem de sementes germinadas apds sete dias de plantio, metodologia
adaptada da RAS (BRASIL, 2015).

3.3.2 Teste de sanidade (Neon): Consistiu do uso de BDA convencional (40
g/L) acrescido de azul de bromofenol (150 ml/L) e de estreptomicina (150
ml/L), com pH ajustado para 4,7 (modificado pela adicdo de HCI), essa
mistura foi autoclavada (20 mim/120 °C/1 atm) e vertida em placas de Petri
(15 cm de didmetro). Foram utilizadas oito repeti¢des de vinte e cinco

sementes/tratamento, na qual as sementes foram acondicionadas sob o meio
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de cultura gelificado e estas foram acondicionadas em camara de incubacéo
(temperatura de 20 = 2 °C; 12 horas de luz, por cinco dias). Exames foram
realizados diariamente para verificar a formagdo de halos amarelados ao
redor das sementes (BRASIL, 2015).

3.3.3 Teste de emergéncia. Para este teste, utilizamos quatro repeticBes de
vinte sementes/tratamento; consistindo no semeio das sementes em copos
plésticos contendo substrato autoclavado de areia, solo e composto organico,
na propor¢do de 1:1:1. Todo material foi acondicionado em cémaras de
crescimento vegetal com temperaturas ajustadas a 20 e 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas por 30 dias. Os copos plasticos dentro de bandejas
plésticas foram regados homogeneamente de acordo com as recomendacdes
para este tipo de ensaio. Os efeitos de S. sclerotiorum no desempenho das
sementes de soja, tratadas e ndo tratadas, foram avaliados de acordo com as
seguintes variaveis:

3.3.3.1 Estandes inicial e final: foram contadas todas as plantas presentes no
substrato aos dez e trinta dias ap6s a semeadura;

3.3.3.2 indice de doenca: foram avaliadas utilizando-se uma escala arbitraria
com as seguintes notas: 0 — plantas assintomaticas; 2 — plantas emergidas
com sintomas de murcha genérica e 5 — plantas ou sementes mortas em pré-
emergéncia. Os valores anotados foram inseridos na férmula de indice de

doenca proposta por Mckinney (1923):

ow =Y L2 100
n.x
Sendo: 11 = indice de doenca (%); f = nimero de plantas com determinada

nota; v = nota observada; n = nimero total de sementes avaliadas e x = grau
maximo de infeccao.
3.3.3.3 Altura (cm): foram consideradas 10 plantas aleatorias por parcela, no
estande final, as quais foram medidas do colo até o &pice foliar com o uso de
uma régua graduada;
3.3.3.4 Peso fresco e seco de plantas: metade das plantas presentes nas

bandejas na época do estande final foi cortada em duas partes (aéreo e
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radicular) e estas foram pesadas em seguida em balanca digital (massa de
matéria fresca). Posteriormente foram acondicionadas em sacos de papel e
secas em estufa com circulacdo de ar (40 °C por 4 dias), depois sendo
pesadas para a obtencdo da matéria seca. Os pesos totais (fresco e seco)
foram obtidos pela soma dos pesos aéreo e radicular (fresco ou seco).
3.3.3.5 Exame de plantas assintomaticas. Para esta analise foi utilizada a
técnica do NEON: em vinte e cinco por cento das plantas assintomaticas
foram retirados fragmentos na regido do colo e da inser¢éo cotiledonal (2 cm
de comprimento), ocorreu assepsia do material e estes foram plaqueados em
meio Neon (metodologia descrita anteriormente) (BOTELHO et al., 2013).
Para as variaveis de altura total e pesos fresco e seco os resultados foram
transformados em média; as variaveis incidéncias em assintomaticas (Neon)
e nos estandes (inicial e final) os resultados foram transformados em

porcentagem.

3.4 Testes de vigor

3.4.1 indice de velocidade de emergéncia (IVE): para esta avaliacdo foi
utilizado o Teste de emergéncia em substrato, pelo qual foi realizada a
contagem diaria de plantulas com cotilédone exposto acima do solo, até a
estabilizagdo do estande (MENDES, 2014) e calculado pela férmula
proposta por Maguire (1961):

IVE—E1+E2+ + En
" N1 N2 Nn

Sendo: IVE = indice de Velocidade de Emergéncia; N1... Nn

ndmero de

dias decorridos da semeadura até a respectiva contagem; e En = nimero de
PL = plantulas emergidas em cada dia considerado;

3.4.2 Condutividade Elétrica: realizado para verificar a integridade das
membranas. Quatro repeticdes de 50 sementes/tratamento foram colocadas
dentro de recipientes plasticos (200 ml), acrescentando 70 mL de &gua

deionizada, estes foram mantidos por 16h em cdmara de germinacdo no
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escuro a 25 °C. A condutividade elétrica da solucdo foi medida com

condutivimetro.

3.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Para os ensaios in vitro, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado e para os in vivo foi utilizado o delineamento em blocos
casualizados (MENDES, 2014). A anélise de variancia sera realizada em
esquema fatorial: cinco potenciais de indculo (PO, P24, P48, P72 e P96)
vezes quatro tratamentos (controle, quimico, T. harzianum e T. asperelum).
A anélise das duas temperaturas foi feita em separado, sendo 0s resultados
referentes & cdmara de 20 °C transformados utilizando-se a transformacao de
Vx+1 para que fosse gerada normalidade nos dados obtidos. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 programa estatistico Sisvar e as
médias comparadas pelo teste de Skott-knot (P <0,05), para o fator produtos,
e regressao para o fator potencial de inéculo, dependendo da natureza dos

dados. Os gréficos foram produzidos no programa Sigma Plot 11.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Teste in vitro de Sanidade e Vigor

As sementes utilizadas nestes experimentos apresentaram o
sequinte perfil de qualidade: 89,5% de sementes vidveis pelo teste de
Tetrazdlio; germinacgdo de 97,00%; zero percentual de S. sclerotiorum, pelo
teste de Neon; 11,00% de Rhizopus sp., 6,50% de Aspergillus spp.; 4,00% de
Penicilliun spp. e 1,00% de Colletotrichum truncatum pelo Blotter test.

Para o teste de germinagdo, houve diferencas significativas
(p<0.005) somente para o fator potencial de inéculo (Tabela 1A). Para este
fator, a presenca do patdgeno proporcionou a reducdo da germinacdo das
sementes em todos os tratamentos, sendo este efeito progressivo com o
aumento do potencial de in6culo; a queda de germinacdo foi de 90,91% no
potencial de in6culo P96 em relacdo as sementes sem inoculacdo (PO)
(Figura 1A). Em relacdo ao efeito dos diferentes tratamentos, nédo houve
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 1B).

100

80
y = 80,8500-1,7996x-0,0110x>
R?*=0,9593
60

40 1

Germinacio (%)

20 1

Potenciais (hs)

Figura 1 Regressédo para os diferentes niveis de Potencial de In6culo

para a variavel germinacdo in vitro (%).
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Com respeito ao teste de sanidade em sementes pelo método do
Neon, houve diferencas significativas (p<0.001) entre todos os fatores
analisados e para suas interacdes (Tabela 1A). Para o desdobramento, em
relacdo ao efeito do potencial de inéculo em funcdo dos diferentes
tratamentos, todos estes proporcionaram significancia e apresentaram o
modelo quadratico como o melhor ajuste (Figura 2B); com valores
crescentes de acordo com o crescimento dos potenciais de inoculo. Para o
fator tratamento em funcdo dos diferentes potenciais de indculo, somente o
PO ndo foi significativo (p > 0,005); em P48, P72 e P96, o tratamento com
tiofanato metilico + fluazinan foi diferente dos demais (Tabela 1C).

Pelo teste de Condutividade Elétrica houve diferencas
significativas (p<0.005) entre todos os fatores analisados e para a interagao
entre estes (Tabela 1A). Para o potencial de in6culo em funcdo dos
diferentes tratamentos testados, podem ser observadas diferencas
significativas entre todos os tratamentos (Tabela 1B), com o modelo
quadratico como melhor ajuste, valores crescentes de acordo com o0s
acréscimos dos potenciais (Figura 2B). Para o fator tratamentos em funcéo
dos diferentes potenciais de in6culo, foram observadas apenas significancia
(p<0.005) para os potenciais PO, P24 e P48; nestes 0 tratamento quimico e o
T. harzianum foram diferentes dos demais produtos testados (Tabela 1C).

Pela avaliacdo dos fragmentos da regido do colete e da inser¢éo
dos cotilédones de plantas de soja obtidas nos testes in vivo, para as duas
temperaturas (20 e 25 °C), e que foram plagueados em meio Neon, ndo se

detectou a ocorréncia de S. sclerotiorum em nenhuma amostra testada.
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Controle y=563,0157-7,3729x-0,0627x* R*=0,9782
Quimico y= 850,1350+11,9173x-0,0322x* R*=0,9213
T1 y=432,9057-13,6417x+0,01260x* R*=0,9778
T2y 670,9020+17.2297x-0,0756x* R* 0,9778

>40@

0 24 48 72 96

Potenciais (hs)

Confrole y-5.0714 1,7184x-0,0083%* R* 0,9283
Quimico y=0,9285-0,2086x 10,0042x* R*=0,9637
T1 y=-9,0428-1,3514%-0,0066%* R=0.8283

T2 y=--02571+0,2443+0.0048x* R=0.9649

>4 OCe®

Potenciais (hs)

Figura 2 Analise de regressdo da interagdo dos valores de Sanidade
(Neon) e Condutibilidade Elétrica, A e B respectivamente, em
sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e biol6gicos, T1 (T. harzianum) e
T2 (T. asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de
indculo de S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).
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4.2 Testes in vivo (20 °C)

Todas as varidveis analisadas nesta condigdo de temperatura
obtiveram resultados significativos (p<0.005) para o fator potencial de
indculo (Tabela 2A); somente as variaveis: Estande Final e indice de Doenca
obtiveram resultados significativos (p<0.005) para o fator tratamentos
(Tabela 2A) e para a interacéo entre os fatores, somente a variavel indice de
Doenca obteve valores significativos (p<0.005).

Para o fator Potencial de in6culo, o modelo quadratico foi
observado como o melhor ajuste para as varidveis: Estande inicial (Figura
3A) e Estande final (Figura 3B), IVE (Figura 4A), Peso Fresco Radicular
(Figura 5B), Peso Seco Radicular (Figura 6B) e Total (Figura 7B), com
valores de P96 cerca de 90,00; 93,06; 98,50; 3,41; 2,50; 9,85; % abaixo de
PO respectivamente. Para as demais varidveis, pode ser contatado que o
modelo de regressdo linear obteve melhor ajuste, sendo estas: altura média
(Figura 4B); Peso Fresco Aéreo (Figura 5B) e Total (Figura 6A), Peso Seco
Aéreo (Figura 7A) das plantas emergidas. Para estas, podem ser observados
0s seguintes decréscimos percentuais quando sdo comparados PO e P96,
respectivamente: 50,50; 2,20; 6,48; 2,46.
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¥=9,7837-0,2047x+0,0012x*
R*=0,9586

Estande Inicial (%)
o«

Potenciais (hs)

y=9,7918-0,2096x+0,0013x*
R*=0,9871

Estande Final (%)

Potenciais (hs)

Figura 3 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
In6culo para as variaveis Estande Inicial e Final (%) (valores transformados
por Vx+1), em plantulas de soja cultivadas a 20 °C.
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y= 3,6855-0,0690x+0,0004x*
R*=0,9788
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y=4,0203-0,0221x
R*=0,9325
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30

Figura 4 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
Indculo para as variaveis indice de Velocidade de Emergéncia e Altura
Média (valores transformados por Vx+1), A e B respectivamente, em
plantulas de soja cultivadas a 20 °C.
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Figura 5 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
Indculo para as variaveis Peso Fresco Radicular e Peso Fresco Aéreo
(valores transformados por Vx+1), A e B respectivamente, em plantulas de
soja cultivadas a 20 °C.



Peso Fresco Total (g/planta)
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Figura 6 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
Inéculo para as variaveis Peso Fresco Total e peso Seco Total (valores
transformados por Vx+1), A e B respectivamente, em plantulas de soja

cultivadas a 20 °C.
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Figura 7 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
Indculo para as varidveis: Peso Seco Aéreo e Peso Seco Total (valores
transformados por Vx+1), A e B respectivamente, em plantulas de soja
cultivadas a 20 °C.
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Para o fator tratamentos, na varidvel Estande Final, pode ser
observado resultados significativos (p<0.005) (Tabela 2B), porém, segundo
0 teste de médias utilizado (Skott-Knot), ndo foi constatada diferencas entre
o0s tratamentos (Tabela 2B).

Como fora dito anteriormente, para 0 quesito interacdo entre
fatores, a variavel indice de Doenca, obteve significancia (p<0,005). Sendo
assim, para o fator potencial de indculo em funcdo dos tratamentos, pode ser
observado o modelo quadratico de regressdo em ambos, com menos valor
em P96. Com respeito ao fator tratamentos em funcdo dos diferentes
potenciais de inéculo, somente P24 e P48 foram significativos (p<0.005), em
ambos, o tratamento quimico diferiu dos demais, com 73,77% e 48,90% a
menos que a média dos demais tratamentos respectivamente (Tabela 2C).

Controle y=6,1142+2,2373x-0,0150x* R*=0,9238
Quimico y-2,600012,0072x-0,0110x* R>-0,9881
11 y=4,9865-2,0000%-0,0112x* R*=0,9881
T2 y=3,2285+2.6100x-0,0182x* R*=0,9720

Indice de Doenca
-
>b4O®

0 24 48 72 96
Potenciais (hs)

Figura 8 Analise de regressdo da interacdo dos valores da variavel indice de
Doenga (valores transformados por \Vx+1), em sementes de soja tratadas e
ndo tratadas com produtos quimicos (tiofanato metilico + fluazinam), e
bioldgicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T. asperelum); em relacdo a diferentes
niveis de potencial de inéculo de S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).
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4.3 Testes in vivo (25 °C)

Para a varidvel Estande Inicial, somente a interacdo nao foi
significativa (p<0.005). Para o fator potencial, a equacdo quadratica (Figura
X) obteve melhor ajuste, com decréscimo que acompanha o aumento dos
potenciais, tendo como maior valor o potencial P96 com resultado 75,08%
abaixo do PO (Figura 3B). Para o fator tratamentos, a maior média foi
encontrada com o tratamento quimico, com 45,38% acima da média de todos

o0s tratamentos (Tabela 2B e C).

100

&

y = 57,6964-1,3796x-0,0082x*
R*=0,9869

Estande Inicial (%)
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20

T
0 24 48 72 96

Potenciais (hs)

Figura 9 Andlise da regressdo para os diferentes niveis de Potencial de
Inéculo para a varidvel: Estande Inicial (%) em plantulas de soja cultivadas a
25 °C.

Para a variavel Estande Final, todos os fatores e a interacdo foram
significativos (p<0.005) (Tabela 2A). Para a interagdo: o fator potencial de
indculo em fungdo de cada tratamento obteve significancia (p<0.005) para
todos, para estes, 0 modelo quadratico melhor descreveu os dados; ambos
decrescem até P96, cerca de 90,00% a menos estande final quando
comparado com PO (Figura 4B). Com relagéo aos tratamentos em funcéo dos

diferentes potenciais, somente P24 e P48 foram significativos; em ambos, o
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tratamento quimico diferiu dos demais, com 51,50 e 13,03%,
respectivamente, acima do controle (Tabela 2C).

Controle y =86,7857-2,2581+0,0651x> R>=08809
Quimico y =97,6785-1,0565x+0,0012x2 R?=0,9582
T1y=90,6428-1,9962x10,0116x> R>=0,9939

T2y —89,1428-2.3816x+0,01596x* R*-0,9841

100 A

®
o]
v
A

80

60 A

40 -

Estande Final (%)

20

Potenciais (hs)

Figura 10 Anélise de regressdo da interacdo dos valores de Estande Final
(%), em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e bioldgicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T.
asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de inoculo de S.
sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

A variavel indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) néo
apresentou significancia (p>0.005) para o fator tratamentos e para a
interacdo entre os fatores (Tabela 2A); ja para o fator potencial de in6culo, o
modelo quadratico foi apontado como o melhor ajuste; ambos com maior
ponto em PO, decrescendo com o aumento dos potenciais (Figura 6A e B),
menor ponto foi P96, com 98,05 % acima que PO. Para o fator produtos, o
tratamento quimico diferiu dos demais, obtendo uma média superior de 30%
aos outros tratamentos (Tabela 2B).
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y=13,8852-0,3003x+0,0017x
R*=0,9981

Indice de Velocidade de Emergéncia

0 24 48 72 96
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Figura 11 Andlise de regressdo da interacdo dos valores de indice de
Velocidade de Emergéncia, em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com
produtos quimicos (tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T.
harzianum) e T2 (T. asperelum); em relacéo a diferentes niveis de potencial
de in6culo de S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Com respeito a variavel indice de doenca, foram constatadas
diferencas estatisticas significativas (p<0.005) entre todos os fatores e para a
interacdo (Tabela 2A). Para o fator potencial de in6culo em fungdo de cada
tratamento, observou-se significAncia (p<0.005) para todos os potenciais,
com regressdo ajustada para o modelo quadratico em todos os tratamentos e
temperaturas, com maior ponto em P96 (Figura 5A e B). Com relagéo aos
tratamentos em funcdo dos diferentes potenciais, somente PO e P24 foram
significativos; em P24, o tratamento quimico e T. harzianum diferiram dos

demais, com 55% a menos que a média dos outros tratamentos (Tabela 2C).
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Figura 12 Analise de regressdo da interacdo dos valores indice de Doenca,
em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T.
asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de in6culo de S.
sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Para a variavel altura média, somente o fator tratamentos nédo foi
significativo (p>0.005) (Tabela 2A). Para interagdo entre o fator potencial de
indculo e tratamentos, todos foram significativos (modelo linear),
decrescendo com o aumento dos potenciais (Figura 7B). Com relacdo a
interacdo entre o fator tratamento em funcdo dos diversos potenciais, houve
significancia para os potenciais P24, P48 e P72, apresentando o controle
quimico como diferente estatisticamente dos demais (Tabela 2B e 2C).
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Figura 13 Analise de regressao da interacdo dos valores Altura Média, em
sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos (tiofanato
metilico + fluazinam), e bioldgicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T. asperelum);
em relacéo a diferentes niveis de potencial de indculo de S. sclerotiorum (PO,
P24, P48, P72, P96).

Com respeito a variavel Peso fresco radicular, todos os fatores e a
interagdo foram significativos (p<0.005) (Tabela 2A). Logo para o fator
potencial de inoculagdo em funcdo de cada tratamento, observou-se
significancia para todos estes. Ajustando como melhor modelo o quadratico
para todos os potenciais com menor valor em P96 (Figura 9B). Para os
produtos em funcdo dos diferentes potenciais de in6culo, somente PO, P24 e
P72 foram significativos, para estes, o quimico e o controle diferiram dos
demais (Tabela 2C).
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Figura 14 Andlise de regressdao da interacdo dos valores Peso Fresco
Radicular, em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos
guimicos (tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T. harzianum) e
T2 (T. asperelum); em relacéo a diferentes niveis de potencial de indculo de
S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Tratando-se da varidvel Peso fresco Aéreo, pode-se observar
que todos os fatores e a interagdo foram significativos (p<0.005) (Tabela
2A). No desdobramento, o fator potencial de indculo em fungdo de cada
produto, obteve significancia para todos estes. Para o controle e o quimico
(modelo linear) e para o controle bioldgico (modelo quadratico) foram os
melhores ajustados (Figura 8B). Para os produtos em fungéo dos diferentes
potenciais, somente P72 foi significativo. Para P72, o controle diferiu dos
demais (Tabela 3C).
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Figura 15 Anélise de regressdo da interacdo dos valores Peso Fresco Aéreo,
em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e bioldgicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T.
asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de in6culo de S.
sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Ja para a variavel Peso Fresco Total, todos os fatores e a interacdo
foram significativos (p<0.005) (Tabela 2A). Para o desdobramento, o fator
potencial de inoculagdo em funcdo de cada produto, obteve significancia
para todos estes. Para o controle e o tratamento quimico, 0 modelo ajustado
foi o linear, e para os demais, 0 modelo quadratico melhor se ajusta, estes
decrescem de PO a P72, e voltam a crescer em P96, dentro da margem do
erro estatistico (Figura 10B). Para os tratamentos em funcdo dos diferentes
potenciais, somente P72 foi significativo. Para P72, o controle diferiu dos

demais tratamentos (Tabela 2C).
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Figura 16 Andlise de regresséo da interacdo dos valores Peso Fresco Total,
em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T.
asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de in6culo de S.
sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Para a varidvel Peso Seco Radicular, todos os fatores e a interagdo
foram significativos (p<0.005) (Tabela 2A). Para o fator potencial de in6culo
em funcéo de cada produto, obteve-se significancia para todos estes, com 0
modelo quadratico sendo o que melhor ajustou os dados apresentados, em
ambos, este cresce de PO a P96 (dentro do desvio padréo) (Figura 11A). Para
os tratamentos em funcéo dos diferentes potenciais, somente PO, P24 e P48
foram significativos. Para PO, a T. harzianum e o tiofanato metilico +
fluazinan diferiram dos demais, com 28,75 e 44,44% acima da média destes
respectivamente. Para P24, o T. harzianum e o tiofanato metilico + fluazinan
diferiram dos demais, com 26,98 e 25,80% acima da média destes
respectivamente. Para P48, o T. harzianum e o tiofanato metilico + fluazinan
diferiram dos demais, com 87,67 e 84,51% acima da média destes

respectivamente (Tabela 2C).
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Figura 17 Andlise de regressdo da interagdo dos valores Peso Seco
Radicular, em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos
quimicos (tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T. harzianum) e
T2 (T. asperelum); em relacéo a diferentes niveis de potencial de indculo de
S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

Para a variavel Peso Seco Aéreo, todos os fatores e a interagdo
foram significativos (p<0.005) (Tabela 2A). No desdobramento, o fator
potencial de in6culo em funcéo de cada tratamento, obteve significncia para
todos estes, em ambos 0 modelo quadratico é o melhor ajustado (Figura
12B). Para os tratamentos em funcdo dos diferentes potenciais de inoculo,
somente P48 foi significativo, logo para este, obteve-se 71,01% de peso

aéreo que a média dos demais (Tabela 2C).
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Figura 18 Analise de regressdo da interacdo dos valores Peso Seco Aéreo,
em sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e biolégicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T.
asperelum); em relacdo a diferentes niveis de potencial de in6culo de S.
sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96).

E por fim, para a varidvel Peso seco total, todos os fatores e a
interagdo foram significativos (p<0.005) (Tabela 2A). Para o desdobramento,
o fator potenciais de ino6culo em funcdo de cada produto, obteve
significancia para todos estes; para ambos, 0 modelo quadratico melhor se
adaptou com o menor ponto em P96 (Figura 12B). Para os tratamentos em
fungdo dos diferentes potenciais, somente P72 foi significativo, logo para
este, o controle obteve 50,28% de peso total acima da média dos demais
tratamentos (Tabela 2C).
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Figura 19 Anélise de regressdo da interacao dos valores Peso Seco Total, em
sementes de soja tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos (tiofanato
metilico + fluazinam), e bioldgicos, T1 (T. harzianum) e T2 (T. asperelum);
em relacéo a diferentes niveis de potencial de indculo de S. sclerotiorum (PO,
P24, P48, P72, P96).
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Figura 20 Quadro demonstrativo da emergéncia
de sementes de soja, tratadas e ndo tratadas com
produtos quimicos (tiofanato metilico +
fluazinam), e bioldgicos, T1 (T.harzianum), T2
(T. asperelum), em funcdo dos poténcias de
in6culo de S. sclerotiorum PO e P24, aos 30 dias
apos a semeadura sob temperatura de 20 °C.

46



47

POTENCIAIS/ PO P24 P48 P72 P96
TRATAMENTOS

Testemunha

Quimico

/ &
lrarzicrnium

7
asperelum

Figura 21 Quadro demonstrativo da emergéncia de sementes de soja, tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos
(tiofanato metilico + fluazinam), e bioldgicos, T1 (T. harzianum), T2 (T. asperelum), em funcéo de diferentes poténcias de
indculo de S. sclerotiorum (PO, P24, P48, P72, P96) aos 30 dias ap6s a semeadura sob temperatura de 25 °C.
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5 DISCUSSAO

Estudos sobre eficacia do tratamento quimico e tratamento
biolégico de sementes de soja visando ao controle de mofo banco tém sido
€scassos e pouco esclarecedores. Pela literatura, e para outros patossistemas,
embora 0 nimero de trabalhos tenha sido maior, pouco se conhece sobre a
relacdo entre o tratamento sanitario e fatores como potencial de indculo dos
patdgenos presentes nas sementes a serem tratadas, impossibilitando maiores
informacdes conclusivas sobre este aspecto (BOTELHO et al.,, 2013;
MENDES, 2014; ZANCAN et al., 2012; ZANCAN et al., 2015; ZANCAN,
2011).

Neste trabalho, os efeitos de S. sclerotiorum na qualidade das
sementes de soja foram evidenciados e confirmaram as informagdes de
outros trabalhos anteriores nesta linha de pesquisa (BOTELHO et al., 2013;
PRADO, 2014). De modo geral, os efeitos negativos do referido fungo na
germinagdo, emergéncia e vigor das sementes de soja da cultivar utilizada
foram acentuados e progressivos com o aumento do potencial de indculo
conforme demonstrado pela técnica de restricdo hidrica. Machado et al.
(2001), Zancan (2011), Zancan et al. (2012) e Botelho et al. (2013)
enfatizam a efetividade desta técnica, ao demonstrarem que a inoculagdo do
agente do mofo branco em sementes de soja e feijdo promove uma boa
colonizagdo destas, interna e externamente, possibilitando a reproducéo da
doenca, semelhante ao que ocorre em condigBes naturais. Este mesmo
procedimento utilizado para outro patossistema, antracnose em soja, revelou-
se eficaz para o estudo de controle da doenca, via tratamento de sementes,
em relacdo a diferentes potenciais de in6culo do patdgeno nas sementes
(MENDES, 2014).

Pelos resultados deste estudo, observa-se que a doenca foi mais

dréastica na temperatura de 20 °C, que corresponde a uma condi¢do favoravel
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para o0 desenvolvimento da mesma. Sob essas condi¢Bes, os efeitos dos
diferentes niveis de potencial de in6culo foram varidveis, porém bastante
dréasticos nos niveis mais elevados. Vale ressaltar que uma alta pressdo de
indculo e hospedeiro susceptivel, fatores que foram predominantes neste
trabalho, predispdem com maior intensidade a a¢do do S. Sclerotiorum em
soja (SAHARAN; MEHTA, 2008).

No potencial de indculo mais baixo utilizado neste estudo, P24, os
efeitos do tratamento sanitario das sementes no controle de S. sclerotiorum
foram mais acentuados e varidveis, ao contrario do que ocorreu em
potenciais de in6culo superiores. Tendo em vista que em potencias de
in6culo mais elevados o fungo atinge tecidos mais internos das sementes,
conforme demonstrado por Botelho et al. (2013), estima-se que a acdo do
tratamento sanitario das sementes seja dificultada em relacdo a atingir o
inculo nesta localizacdo. Desta forma percebe-se que a eficacia do
tratamento sanitario de sementes, como no presente caso, torna-se
dependente ndo s6 do potencial de indculo como da localizagdo deste nas
sementes.

Sobre o tratamento das sementes inoculadas com S. sclerotiorum, a
utilizacdo da mistura tiofanato metilico + fluazinam proporcionou uma
reducdo mais significativa do indculo da doenca em relacdo ao tratamento
das sementes com as duas espécies de Trichoderma e com o controle.

Com base nos valores de indice de Doenga, a eficacia maior coube
ao tratamento das sementes com os fungicidas quimicos, o que corrobora
com os resultados de trabalho realizado por Prado (2014) que observou o
controle do mofo branco com diversos fungicidas, isolados e em misturas
(inclusive o tiofanato metilico + fluazinam), utilizando-se apenas um
potencial de indculo, correspondente a P48, em sementes de soja infectadas e
com incidéncia de 20% do total de sementes utilizadas.

Ressalta-se que outros trabalhos nesta linha de estudo para este
patossistema e outros, demonstram a efetividade do tratamento quimico das

sementes de soja, incluindo a mistura de tiofanato metilico (fungicida
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sistémico) e fluazinam (protetor) no controle das doencas. Exemplos com
sementes naturalmente infectadas ou trabalhos que incluem avaliagGes in
vitro e in vivo (ZANCAN, 2011; ZANCAN et al., 2012) atestam esta
efetividade variavel em funcdo do potencial de inéculo. Mendes (2014)
trabalhando com diferentes potenciais de indculo de Colletotrichum
truncatum em sementes de soja, tratadas e ndo tratadas, com alguns
fungicidas comerciais observou também que o efeito dos fungicidas
utilizados decresce quando o potencial de indculo aumenta.

Especificamente para as varidveis germinacdo em laboratorio e
estande em substrato de solo na temperatura de 20 °C, observou-se que 0
tratamento com fungicidas quimicos foi mais eficaz em ambas as
circunstancias, comprovando a superioridade deste tipo de tratamento para o
controle do mofo branco a partir da semeadura. Embora em outros estudos
ndo se tenha utilizada a mesma metodologia empregada neste trabalho,
percebe-se que o tratamento quimico com a mistura tiofanato metilico +
fluazinam e outros produtos comerciais, como, por exemplo, o carbendazin e
thiram, tem se mostrado eficaz para o controle da doenga em foco
(MENDES, 2014; ZANCAN, 2011).

E importante salientar que em lotes de sementes de soja
comercializadas dentro de padrdes de certificagdo existente no pais, 0s niveis
de infeccdo de sementes por S. sclerotiorum ndo se situam em valores
superiores aos correspondentes do potencial P24 (BOTELHO et al., 2013).

Com respeito aos produtos a base de T. harzianum T. asperelum,
estes promoveram um consideravel acréscimo na fitomassa das plantas em
PO e P24 (Tabela 2B e C) e controle significativo do mofo branco no
potencial P24 em relagdo a testemunha. Resende (2003) descreve que houve
também um acréscimo na fitomassa em plantulas de milho provenientes de
sementes previamente tratadas com T. harzianum. Neste mesmo sentido,
Zancan (2011) descreve que o controle do mofo branco em sementes de soja
inoculadas artificialmente e tratadas com T. harzianum. Bratna (2011)

também descreve que o tratamento de sementes de feijdo com T. harzianum
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para o controle de mofo branco foi eficaz, possibilitando o aumento da
fitomassa destas plantas.

Como ja referenciado anteriormente, a presenca de S. sclerotiorum
em sementes de soja com potencial de indculo a partir de P48 os valores
referentes ao tratamento bioldgico situaram-se abaixo dos valores da
testemunha. Neste sentido, Franga et al. (2014) atestam que em trabalho de
controle bioldgico em campo, utilizando sementes de arroz inoculadas
Rhizoctonia solani e tratadas com T. asperelum, quando os potenciais do
patégeno aumentavam o tratamento bioldgico se comportava com resultados
inferiores aos descritos para a testemunha.

Ressalte-se que, pelo teste de sanidade (Neon), somente o
tratamento quimico propiciou a erradicacdo completa de S. sclerotiorum em
sementes infectadas nos potenciais de in6culo P24 e P48. Pelos resultados
dos testes de germinagdo e de emergéncia em bandejas, infere-se que
nenhum dos tratamentos foi capaz de erradicar o inéculo do patdgeno nas
sementes de soja inoculadas com o fungo em questdo. As condigdes
diferenciadas destes testes podem explicar estas diferencas.

E interessante notar que embora todas as sementes dos potenciais
de in6culo tenham sido inoculadas pelo método de restri¢do hidrica, algumas
plantas emergidas mostraram-se assintométicas e livres da presenca do
patégeno em seus tecidos, conforme revelado pelo plagueamento dos
fragmentos no meio Neon.

Com base na comparagéo dos valores observados entre 0s estandes
(inicial e final), percebe-se que a S. sclerotiorum apresentou uma ag&o
continua pela redugdo destes valores ao longo do periodo de avaliagédo, o que
foi também observado em outros estudos (BOTELHO, 2011; SAHARAN;
MEHTA, 2008; ZANCAN, 2011; ZANCAN et al., 2012; ZANCAN et al.,
2015).

Pelos resultados das Figuras 2, 4A e 4B, referentes ao vigor das
sementes e plantulas, medido pelos testes de condutividade elétrica e indice

de velocidade de emergéncia, além dos valores referentes a altura média,



52

pesos fresco e secos de plantas emergidas, fica evidenciado que esta
caracteristica pode ser extremamente influenciada pelo nivel de potencial de
inoculo, pela temperatura e pelos produtos sanitarios utilizados neste estudo.

Percebe-se que a associacdo de S. sclerotiorum com sementes de
soja em graus variados de potencial de indculo pode ser influenciada pelo
uso de diferentes produtos, com reducdes do nivel da doenga, ainda toleravel
do ponto de vista sanitario. Vale salientar que o desempenho das sementes
pode ser debilitado pela agdo do fungo, além de outros fatores, tornando-as
menos vigorosas e com potencial de germinagcdo comprometido. Danos
diversos, como os de origem mecénica, sdo também exemplos de fatores
importantes que afetam o vigor das sementes de soja.

Com respeito as varidveis peso fresco radicular, peso fresco de
parte aérea, peso fresco total, peso seco radicular, peso seco de parte aéreo e
peso seco total (Figuras 9 -14; Tabelas 2B e 2C), percebe-se que estas
variaveis apresentaram padrdes de desempenho semelhantes ao que foi
observado para as variaveis descritas anteriormente. Salienta-se uma maior
influéncia do tratamento quimico em relacdo aos tratamentos bioldgicos,
principalmente nos potenciais de indculo mais baixos.

Em uma analise global destes resultados descritos anteriormente, é
possivel assumir que o tratamento de sementes de soja com produtos
guimicos para o controle do mofo branco pode ser eficaz em baixos niveis de
associagdo do fungo com as sementes com efeitos em curto prazo, o que ndo
é 0 caso do controle biolégico com as espécies de Trichoderma, cuja eficicia
deve ser considerada em médio e longo prazo. Estima-se que o inéculo
destes agentes antagonistas levado ao campo junto as sementes de soja

poderdo exercer uma acao controladora de S. sclerotiorum.



53

6 CONCLUSOES

1- Em condicdes favoraveis para o desenvolvimento do mofo branco
em soja, 0 tratamento de sementes com produtos quimicos, no caso o
tiofanato metilico + fluazinam, é eficaz e superior ao tratamento biolégico
com espécies de Trichoderma para o potencial de in6culo do patégeno mais
baixo (exposi¢do das sementes ao fungo por 24h).

2- Para a associagdo de S. sclerotiorum e sementes de soja com
potenciais de inéculo mais elevados, o desempenho do tratamento sanitario
das sementes revelou-se ineficaz do ponto de vista epidemiolégico.

3- Em nenhum dos tratamentos sanitarios utilizados neste trabalho
houve a erradicacdo do inéculo de S. sclerotiorum em sementes de soja,
exceto no menor potencial de in6culo em uma das avaliagdes in vitro.

4- A temperatura de 20 °C é mais favoravel ao patégeno e desfavoravel
aos agentes bioldgicos e a cultura da soja.
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8. ANEXOS

Tabela 1A. Andlise de variancia (P valores: <0.05) para testes in vitro com
cinco potenciais de indculo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja,
tratadas ou ndo com diferentes produtos.61

Tabela 1B. Teste de médias (Skott-knot) das variaveis avaliadas in vitro para
sementes de soja tratadas ou ndo com diferentes produtos separadamente.61

Tabela 1C. Teste de média (Skott-knot) das variaveis in vitro Neon e
Condutividade elétrica, em sementes de soja tratadas ou ndo com diferentes
produtos separadamente.62

Tabela 2A. Andlise de variancia (P valores: <0.05) das variaveis avaliadas
em camara de crescimento [20 (dados transformado em Vx+1) e 25°C], para
cinco potenciais de indculo em sementes de soja, tratadas ou ndo com
diferentes produtos.63

Tabela 2B. Teste de média (Skott-knot) das variaveis avaliadas para as
temperaturas de 20 (valores transformados em Vx+1) e 25° C, em cimara de
crescimento para sementes de soja tratadas ou ndo com diferentes produtos

separadamente.64

Tabela 2C.Teste de média (Skott-knot) para o desdobramento (Produto em
funcdo de potenciais) das varidveis avaliadasem funcédo dos produtos para as
diferentes potenciais, em camara de crescimento [20 (valores transformados

em \Vx+1) e 25° C] para sementes de soja tratadas ou n&o com diferentes
produtos separadamente.65
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Tabela 1A. Analise de variancia (P valores: <0.05) para testes in vitro com cinco potenciais

de indculo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja, tratadas ou ndo com diferentes

produtos.
P valores
Fatores de Variacio GERM? NEON® CE®
Potenciais (hs) <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tratamentos 0.0789 <0.0001 0.0002
Potenciais x produtos 0.8383 <0.0001 <0.0001
CV (%) 39.31 25.45 15.34

a) Germinacdo; b) NEON: Azul de Bromofenol+BDA; ¢)Condutividade elétrica.

Tabela 1B. Teste de médias (Skott-knot) das variaveis avaliadas in vitro para sementes de

soja tratadas ou ndo com diferentes produtos separadamente.

Variaveis (médias*)

Tratamentos GERM? NEON® CE®
Controle 32,40a 48.70d 123,26 a
Tiofanato metilico + Fluazinam 35,00a 5.70 a 143,00 b
T. harzianum 26,60a 4250 ¢ 123,12 a
T. asperelum 39,75a 28.40 b 147,60 b

a) Germinacdo; b) NEON: Azul de Bromofenol+BDA; c) Condutividade elétrica.*As letras
diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si
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Tabela 1C. Teste de média (Skott-knot) das varidveis in vitro Neon e Condutividade

elétrica, em sementes de soja tratadas ou ndo com diferentes produtos separadamente.

VARIAVEIS*

NEON (%)? CE (uS/mm)°

Tratamentos P24 P48 p72 P96 P24 P48 P72 P96

Controle 17.00a 71.00d 73.00c 73.00c 63.77a 71.93a 126.52a 202.57a

Tiofanato metilico 55, 1505 5502 2150a 98.31b 104.70b 159.13b 183.41a
+ Fluazinam

T. harzianum 0.00a 69.00c 67.50c 76.00b 50.66a 73.60a 117.87a 197.60a
T. asperelum 550a 30.00b 36.00b 70.50b 77.34b 97.34b 223.21c 17791a

CV (%) 25.45 10.29

a) NEON: Azul de Bromofenol+BDA,; b)Condutividade elétrica.*As letras diferentes nas
colunas diferem estatisticamente entre si
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Tabela 2A. Andlise de variancia (P valores: <0.05) das varidveis avaliadas em camara de
crescimento [20 (dados transformado em Vx+1) e 25°C], para cinco potenciais de inéculo

em sementes de soja, tratadas ou ndo com diferentes produtos.

Fonte de P valores (20° C)
variagao EI® EF® IVE® IND* ALT° PFR" PFA’ PFT" PSR' PSAl P

g:ﬁ’:)%‘j;g <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <O

Tratamentos 0.1550 0.0301 0.6327 0.0004 0.1237 0.2094 0.1701 0.1597 0.2009 0.0646 O.
PIxTrat  0.4445 0.2959 0.9349 0.0001 0.8670 0.2192 0.6284 0.4316 0.2009 0.6549 0.

CV (%) 30.80 30.95 2049 12.11  37.99 7.06 16.01  18.09 1.12 3.09 4

Fonte de P valores (25° C) _ '
variacéo El EF° IVEC INDY ALT* PFR" PFA? PFT" PSR' PSA’ F

ggmi'jl'g <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <O

Tratamentos 0.0024 <0.0001 0.0001 <0.0001 0.2743 0.0149 0.0004 0.0002 0.0149 0.0004 O.
PIx Trat  0.2760 <0.0001 0.0837 <0.0001 0.0013 0.0028 <0.0001 <0.0001 0.0028 <0.0001 <O

CV (%) 2666 2262 2711 1764 1910 40.21 2246 2069 4021 2246 2

Legenda: a) Estande inicial (%); b) Estande final (%); c) Indice de velocidade de germinagao; d)
indice de doenca; ; €) Altura total (cm); f) Peso fresco radicular (g/planta); g) Peso fresco aéreo
(g/planta); h) Peso fresco total (g/planta); i) Peso seco radicular (g/planta); j) Peso seco aéreo
(g/planta); I) Peso seco total (g/planta).
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Tabela 2B. Teste de média (Skott-knot) das variaveis avaliadas para as
temperaturas de 20 (valores transformados em Vx+1) e 25° C, em cAmara de crescimento

para sementes de soja tratadas ou ndo com diferentes produtos separadamente.

20°C
TRATAQ/'ENTO er er* 'VE ot ALT pRrf PEA PET psri psai psT!
418 363 350 786 251 112 112 136 101 1.04 1.06
Controle

a a a b a a a a a a a
Tio.metilico + 481 490 403 6.67 329 117 117 154 102 106 1.08
Fluazinam a a a a a a a a a a a
. 387 438 346 758 317 101 118 142 1.02 105 1.08

T. harzianum
a a a b a a a a a a a
417 414 406 7.11 282 114 114 136 1.02 1.04 1.06

T. asperelum
a a a a a a a a a a a

0.01 0.04 0.05 0.00 0.00 0.00

Erro Padréo 029 029 037 019 0.25 9 4 8 2 8 8

25°C
TRATAQ"ENTO el er® 'VE ot ALT pRrf P';A PET psri psai psT!
432 325 6.09 609 2450 024 1.11 135 005 0.05 0.06
Controle

5b Oa b Ob a a b b 5b 5b 7b
Tio. metilico+  46.2 51.2 6.66 43.6 2691 031 1.04 135 0.05 0.05 0.06

Fluazinam 5b 5b b 5a a b b b 2b  2b 7D
T harzianum 385 350 5.07 59.2 2525 0.24 0.88 1.13 0.04 0.04 0.05
0Oa Oa a Oa a a a a 4b 4a 6a

T. asperelum 335 30.0 453 655 2411 020 0.84 15a 0.04 0.04 0.05
Oa Oa a Ob a a a 2b  2a 2a

0.04 0.05 0.00 0.00 0.00

Erro Padréo 240 188 033 226 107 0.02 0 5 1 5 5

*As letras diferentes nas colunas sdo diferentes estatisticamente entre si. Legenda: a) Estande
inicial (%); b) Estande final (%); c) indice de velocidade de germinago; d) indice de doenca; ;
e) Altura total (cm); f) Peso fresco radicular (g/planta); g) Peso fresco aéreo (g/planta); h) Peso
fresco total (g/planta); i) Peso seco radicular (g/planta); j) Peso seco aéreo (g/planta); I) Peso
seco total (g/planta).
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Tabela 2C.Teste de média (Skott-knot) para o desdobramento (Produto em funcdo de

potenciais) das varidveis avaliadas em funcé@o dos produtos para as diferentes potenciais,

em cAmara de crescimento [20 (valores transformados em Vx+1) e 25° C] para sementes de

soja tratadas ou ndo com diferentes produtos separadamente.

20°C 25°C

(2;1” 24 (P1) 48 (P2) 72 (P3)
Tratasme“to IND P';R IND* EF® EF° PSR’ Psa? psT" HA PET
29.20 63.2 23.7 18.7 0.02 0.07 0.093 159 1.87

Controle 8.40b a 5b 5a 5b 1la 9c C c c
Quimico 417 a 3540 15.2 76.2 56.2 0.03 0.55 0.067 1.11 1.34

' b 5a b5¢ 5¢ 1b b b b b
. 2432 505 45.0 23.7 0.03 0.00 0.13 0.14

T. harzianum 7.38 a a 0a 0b 5b 1D 62 0.007a a a
2240 60.7 41.2 6.25 0.02 0.00 0.12 0.17

T. asperelum 479 a a 5a 5b a 5a  6a 0.008a a a

*As letras diferentes nas colunas sdo diferentes estatisticamente entre si. a) indice de velocidade

de germinacdo; b) Peso fresco total (g/planta); c) Altura total (cm); d) indice de doenca; e)

Estande final (%); f) Peso seco radicular (g/planta) Peso fresco radicular (g/planta); g) Peso seco

radicular





