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METODOLOGIAS DE INOCULAGAO EM ESTUDOS DE CONTROLE DO MOFO
BRANCO EM SOJA CULTIVADA EM DIFERENTES CONDIGOES

RESUMO - No Brasil, a cultura da soja destaca-se no agronegdécio mundial devido
ao atual crescimento de produgdo e exportacdo de grdos. Porém o aumento de
doencas ocasionado principalmente pela monocultura em areas extensivas acarreta
perdas significativas em producéo. Entre as 40 doengas ja identificadas causadas
por fungos, bactérias, nematdides e virus que incidem sobre a soja, o mofo branco
tem se destacado como uma das mais graves. Causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, o mofo branco pode acarretar perdas proximas a 100%.
Paralelamente, menciona-se o fato de que, a falta de resisténcia varietal a S.
sclerotiorum e a resisténcia a fungicidas por populagdes de S. sclerotiorum
contribuem para a dificuldade de controle da doenca. Os altos custos e o acumulo
de residuos dos produtos quimicos no meio ambiente, especialmente em cultivos
protegidos, torna o controle bioldégico como um método alternativo e seguro para o
controle do S. sclerotiorum. Apesar da inquestionavel eficiéncia de métodos de
inoculagao artificial de fitopatdégenos verifica-se que ha poucos estudos referentes ao
mofo branco na cultura da soja. Deste modo, o presente trabalho teve por objetivos
verificar a viabilidade de metodologias de inoculagéo artificial do referido patégeno
em diferentes condi¢des, além de testar a reagao de cultivares e a efetividade de
produtos quimicos e biolégicos a S. sclerotiorum. Para isso, experimentos em
laboratério com folhas destacadas de soja e plantas em bandejas e vasos em casa-
de-vegetacao foram instalados. As avaliagdes foram efetuadas através de escalas
de notas dos sintomas foliares e contagem de esclerédios. Em folhas destacadas, o
método de inoculagéo artificial dos gréaos de sorgo colonizados com o patégeno
destacou-se pela maior reprodugao dos sintomas foliares. Dentre as cultivares
testadas a SYN 1157 RR e Emgopa 316 retardaram os sintomas da doenga. O
produto quimico tiofanato metilico, reduziu os sintomas foliares além de inibir a
formacao de esclerddios. Em bandejas, o isolado proveniente da cultura da soja e o
método dos gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de semeadura
apresentaram as maiores médias de porcentagem de plantulas mortas. Nao foram
verificadas diferencas na reagao de suscetibilidade ou resisténcia entre as cultivares
estudadas. Os produtos a base de metabdlitos produzidos pelo Tricoderma
harzianum e o tiofanato metilico apresentaram os melhores resultados na reducgao
da porcentagem da mortalidade de plantulas. Em casa-de-vegetacgao, independente
do isolado, o método de inoculagao artificial dos grédos de sorgo colonizados com o
patdégeno e depositados em sulco de semeadura apresentou as maiores medias de
plantulas mortas, portanto a maior eficacia no desenvolvimento dos sintomas da
doenca. Dentre as cultivares, a M 8330 IPRO apresentou maior resisténcia a doenca
pela menor porcentagem de plantulas mortas obtidas. Ja em relagdo ao controle, o
bioproduto a base de metabdlitos foi mais eficaz na redugcao da doenca.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, controle quimico, controle bioldgico,
Glycine max



INOCULATION METHODOLOGIES IN STUDIES OF CONTROL WHITE MOLD IN
SOYBEAN GROWN IN DIFFERENT CONDITIONS

SUMMARY - In Brazil, soybean stands out in the global agribusiness due to the
current growth of production and export of grain. But the increase of diseases mainly
caused by monoculture in extensive areas entails significant losses in production.
Among the 40 already identified diseases caused by fungi, bacteria, nematodes and
viruses that focus on soybeans, white mold has emerged as one of the most serious.
Caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, white mold can cause
losses close to 100%. At the same time, it is mentioned the fact that the lack of
varietal resistance to S. sclerotiorum and fungicide resistance by populations of S.
sclerotiorum contribute to the difficulty of controlling the disease. The high costs and
the accumulation of waste chemicals in the environment, especially in greenhouses,
makes the biological control as an alternative and safe method for the control of S.
sclerotiorum. Despite the unquestionable efficiency of artificial inoculation of
pathogens methods it appears that there are few studies related to white mold in
soybeans. Thus, this study aimed to verify the feasibility of artificial inoculation
methods of that pathogen in different conditions, and test the reaction of cultivars and
the effectiveness of chemical and biological products to S. sclerotiorum. For this,
laboratory experiments with detached leaves of soybeans and plants in trays and
pots in a greenhouse, were installed. The evaluations were made through note
scales of foliar symptoms and sclerotia count. In detached leaves, artificial
inoculation method of the colonized grain sorghum with the pathogen stood out for
most reproduction of foliar symptoms. Among cultivars tested SYN Emgopa 316
1157 RR and slowed disease symptoms. The chemical thiophanate methyl, reduced
foliar symptoms and inhibits the formation of sclerotia. In trays, isolated from the
soybean crop and the method of grain sorghum colonized and deposited in planting
furrow showed the highest average percentage of dead seedlings. There were no
differences in the response of susceptibility or resistance among cultivars. Based
products of metabolites and Thiophanate Methyl showed the best results in reducing
the percentage of seedling mortality. Home-de-vegetation Independent isolated,
artificial inoculation method of the colonized grain sorghum with the pathogen and
deposited in planting furrow presented with higher averages of dead seedlings, so
the more effectively in the development of disease symptoms. Among the cultivars,
M 8330 IPRO showed greater resistance to disease by the lower percentage of dead
seedlings obtained. In relation to the control, the byproduct metabolites of the base
was more effective in reducing disease.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, chemical control, biological control, Glycine max



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das mais importantes
commodities do mundo, sendo o Brasil um dos maiores produtores. Na safra
brasileira 2014/15, a produgao de soja estimada foi de 95,070 milhdes de toneladas
(CONAB, 2015).

O aumento de doengas na cultura da soja € um dos fatores que mais afetam a
produtividade, acarretando perdas significativas. Em algumas situagoes,
dependendo da doenca, essas perdas podem se aproximar dos 100%, como € o
caso do mofo branco (EMBRAPA, 2014a). Causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, o mofo branco também conhecido como podridao branca
da haste, tem se tornado uma doencga importante para a cultura da soja em muitas
regides brasileiras.

Os sintomas tipicos de mofo branco na cultura da soja iniciam-se a partir de
lesbes aquosas nos tecidos de onde formam abundante micélio. Os tecidos
infectados apodrecem em consequéncia da acdo das diversas toxinas produzidas
por S. sclerotiorum. Nessa fase, pode ser observado o apodrecimento de hastes
laterais, vagens e folhas, ou mesmo da haste principal com a morte de toda planta
(GRAU; RADKE, 1984).

Uma alternativa utilizada por muitos agricultores para o controle da doencga é
a aplicacdo de fungicida via agua de irrigagdo por aspersao. O controle quimico
deve ser preferencialmente de forma preventiva sempre visando a diminuicdo do
inéculo inicial. Ja, o tratamento de sementes deve também ser feito para controlar as
infeccbes no momento da germinagao (CARVALHO; CHIAVEGATO, 2006). O
controle quimico do mofo-branco pode ser inviavel em razdo dos custos e das
dificuldades de se obter uma cobertura total da planta durante a pulverizagao.

Nao ha registro de cultivares de soja resistente a S. sclerotiorum, porém
segundo Homechin (1983); Boland e Hall (1987); Silva e Machado (1989); Wegulo,
Yang e Martinson (1998); Chaves, Martinelli e Loch (1996), diferengas entre



cultivares de soja quanto a reacédo a S. sclerotiorum tém sido avaliadas no campo,
casa de vegetagao e laboratorio.

O uso do controle biolégico € uma alternativa para o manejo fitossanitario,
cujas praticas contemplam a conservagdo dos recursos naturais (SIVAN; CHET,
1992). O agente de controle biolégico de doengas mais estudado e utilizado no
Brasil e em outros paises da América Latina é o fungo Trichoderma sp. (BETTIOL et
al., 2008).

Além do Trichoderma sp., a bactéria Bacillus subtilis apresenta elevado
potencial antagdnico de bactérias, sendo estudada em varios trabalhos de controle
biolégico de doengas em plantas (BETTIOL; KIMATI, 1990). Os produtos comerciais
a base de microrganismos antagonistas podem servir como uma ferramenta de
controle de fitopatdogenos, em rotagdo com outros fungicidas quimicos em cultivos
convencionais.

Recentemente na literatura, os métodos existentes de inoculagcéo para o mofo
branco ndo apresentam eficacia no sentido de se obter niveis desejaveis de
infecgéo, pois na grande maioria consistem em inocular discos de batata — dextrose
— Agar (BDA) colonizados com S. sclerotiorum em diversas partes de plantas
(MACHADO et al., 2001). A determinacédo e adogao de métodos eficientes de
inoculacdo sao imprescindiveis para a identificacdo de potenciais fontes de
resisténcia e tratamentos de controle (FERREIRA et al., 2013).

O estudo de antagonistas a S. sclerotiorum através da técnica de cultivo da
folna destacada pode ser uma alternativa pratica e vantajosa, pois economiza
espaco, material vegetal e indculo além do maior controle e manipulagao dos fatores
ambientais durante o experimento.

Diante da importancia da cultura e da doencga, pretendem-se verificar a
viabilidade de metodologias de inoculagao artificial sob as técnicas de cultivo de soja
em folhas destacadas, bandejas e vasos além de testar a reacédo de cultivares ao

patégeno e a efetividade de produtos quimicos e biolégicos a S. sclerotiorum.
1.1. A cultura da soja
A soja cultivada [Glycine max (L.) Merrill] pertence a classe Dicotyledoneae,

ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, género Glycine tendo

como principal centro de origem a China. E uma espécie autdgama, herbacea,



anual, ereta, de crescimento morfolégico diversificado, variando de 0,3 a 2,0 metros
de altura, podendo ser muito ou pouco ramificada, com ciclo de 75 a 200 dias,
dependendo da cultivar e das condigbes ambientais (SEDIYAMA; TEIXEIRA;
BARROS, 2009).

No Brasil, foi introduzida primeiramente no estado da Bahia, em 1882, e apds
10 anos chegou ao municipio de Campinas, no estado de Sao Paulo (COSTA, 1996;
GOMES, 1990). Contudo, foi no Rio Grande do Sul que esta leguminosa comegou a
ser cultivada em maior escala, em razdo da suinocultura, servindo como um
alimento rico em proteinas, e da triticultura, com a utilizagdo da soja em sucesséo ao
trigo, possibilitando duas safras no mesmo ano agricola (BLACK, 2000). A partir de
1970 a fronteira agricola da soja se estendeu para os estados de Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Bahia, Maranh&o e demais
Estados ao Norte e Nordeste (ROESSING; GUEDES, 1993).

Considerada uma das mais importantes “commodities” produzidas e
comercializadas no mundo, a soja destaca-se pela composi¢cdo quimica de seus
graos que apresentam 40% de proteinas e 20% de O6leos, constituindo-se como
fonte alimentar protéica de grande importancia mundial, proporcionando multiplas
utilizagcdes comerciais e a formagcao de um complexo industrial destinado ao seu
processamento (SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009). Além do alto teor de
proteinas, a semente de soja possui elevado teor de acidos graxos (GOMES, 1990).
Apos o seu processamento industrial, sdo originados diversos subprodutos. Dentre
eles, o de maior consumo € o farelo, utilizado na formulagéo de ragbes para animais
e o Oleo, para alimentagdo humana (BLACK, 2000).

Atualmente, o Brasil € uma poténcia agricola, destacando-se na produgao de
graos, carnes e biocombustiveis, de acordo com a Conab (2015), a produgéao
nacional de grdaos de soja na safra 2014/15 foi de 95,070 milhdes de toneladas,
representando um incremento consideravel em relagcédo a safra 2013/14. Os estados
brasileiros com as maiores producdes de soja sdo Mato Grasso, Parana, Rio Grande
do Sul e Goids, os quais contribuem para mais de 70% do total produzido do pais
(CONAB, 2015). O cultivo do grao de soja vem aumentando, tanto em area, quanto
em produtividade, ao longo dos anos. Na safra 2013/14, a area cultivada foi de
30,173 milhdes de hectares e a produtividade média de 2,854 kg ha'1, valores
inferiores aos da safra atual, que atingiram 31,504 milhdes de hectares e 2,993 kg
ha™' (CONAB, 2015).



1.2. Distribuigdo geografica e importancia econédmica do mofo branco na
cultura da soja

O aumento de doencas ocasionado principalmente pela monocultura em
areas extensivas tem acarretado significativas perdas a cultura da soja. As perdas
anuais estimadas na produgao ficam em torno de 15 a 20%. Em algumas situagdes,
dependendo da doencga, essas perdas podem se aproximar dos 100% como é o
caso do mofo branco. (EMBRAPA, 2014a)

Cassetari Neto e Machado Silva (2010), estimaram os danos causados pelo
mofo branco doenga em 10 a 20%, porém segundo 0s mesmos, perdas superiores a
50% podem ocorrer em ataques severos. De acordo com Grau e Hartman (1999),
para cada 10% de incidéncia da doenca, os danos atingiram 250 kg ha™'. Em outros
trabalhos, a reducdo do rendimento variou de 170 a 335 kg ha™, para cada 10% de
incidéncida da doenca no campo (YANG et al., 1999), e de 147 a 263 kg ha™
(HOFFMAN et al, 1998), ocorrendo variagdo de acordo com a cultivar utilizada. Em
estudo de Danielson et al. (2004), a perda estimada de rendimento de soja com
incidéncia de 10% pelo mofo branco, ficou entre 83 kg ha™'a 229 kg ha™, com uma
perda média de 136 kg ha”' e também reduziu o peso das sementes. Perdas de
rendimento devido a doenga nas culturas hospedeiras sado variaveis, podendo
chegar a 100% (PURDY, 1979).

Calcula-se que a taxa de infecgdo do mofo branco em sementes de soja varia
de 0,3% a 0,7%, sendo que a alta incidéncia da doenga na cultura pode afetar
negativamente a germinagao das sementes e a quantidade de 6leo (HOFFMAN et
al., 1998).

O patégeno causador do mofo branco, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
€ um fungo de ampla ocorréncia em todo o mundo, com pelo menos 408 espécies
de plantas hospedeiras entre elas plantas de importancia econbmica como soja,
feijao, algodado e girassol (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; BOLAND; HALL,
1994).

Na cultura da soja, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1924, na
Hungria, e desde entao foi detectada em varios outros paises (GRAU; HARTMAN,
1999).



Em 1921, foi relatada pela primeira vez no Brasil na cultura da batata, em Sao
Paulo e, posteriormente, em outros estados em diferentes hospedeiros (CHAVES,
1964). Em soja, a primeira epidemia grave de mofo branco foi relatada na década de
70, em cultivos de soja no Parana (HENNING, 2004; YAMASHITA; YOSHIKAWA,;
1978). Posteriormente, a doenca foi disseminada na regido dos Cerrados onde,
entre as décadas de 80 e 90, se fez presente em 50% das areas cultivadas sob pivd
central.

O mofo-branco até a safra 2003/04 era praticamente restrito a cultivos em
sistemas de irrigagdo, principalmente na cultura do feijao. Em areas de sequeiro,
ocorria somente de forma esporadica, sem causar grandes preocupagdes. A partir
de entdo, a doenga comegou a causar danos na cultura da soja, tanto em areas de
irrigagdo como também em areas de sequeiro. Isso ocorreu principalmente pelas
praticas inadequadas de uso da terra, como nao rotacao de culturas e ndo formacéao
de palhada (EMBRAPA, 2014b).

1.3. Etiologia

A doencga conhecida como mofo branco ou podriddo branca de esclerotinia, é
causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (sin, Whetzelinia sclerotiorum),
pertencente ao Filo Ascomycota, Classe Discomycetes, Ordem Helotiales e familia
Sclerotiniaceae, ndo possuindo ciclo assexual (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER,
2011).

A espécie S. sclerotiorum é conhecida e estudada desde 1837. A subdivisdo
Ascomycotina representa os fungos ascomicetos e se constitui no grupo mais
numeroso de fungos. Sua caracteristica basica é a formagao, apdés a meiose, de
esporos sexuais, os ascosporos, dentro de uma estrutura em forma de saco, o asco
(KRUGNER; BACCHI, 1995). O micélio desse grupo de fungos € constituido por
hifas hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas. A caracteristica mais
marcante da Ordem Helotiales é a formagao de esclerédios bem desenvolvidos; ja a
familia Sclerotiniaceae caracteriza-se pela produgao, no ciclo sexual, de apotécios
com estipe, a partir da germinacao dos esclerédios (BOLTON; THOMMA; NELSON,
2006).

Os esclerodios sao constituidos por um enovelamento de hifas, de coloracao

inicialmente branca, tornando-se negros posteriormente. A coloracdo escura €



resultante da presenca de melanina, pigmento que possivelmente desempenha
papel importante na protecdo de condicbes adversas e na degradagdo microbiana.
De acordo com o hospedeiro o tamanho dos esclerédios varia sendo o formato
sempre irregular. Na cultura do girassol o esclerddio pode atingir mais de 35 mm de
didmetro enquanto que, no feijao, o esclerédio possui de 2 a 10 mm de didmetro
(BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

A germinacdo do esclerédio, por sua vez, pode ser carpogénica ou
miceliogénica, desencadeando novo ciclo da doenga. A germinagao carpogénica
ocorre através dos esclerdodios a producdo de apotécios e sucessivamente os
ascosporos. Ja a germinagao miceliogénica é caracterizada pelo crescimento de
hifas hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas, com origem a partir de
microporos do esclerédio. Segundo Paula Junior et al. (2010), cada esclerédio €
capaz de dar origem a mais de 20 apotécios, nos quais sdo formados milhares de
ascos e, a partir destes, sao liberados os ascosporos, sendo que durante o periodo
funcional (5 a 10 dias), mais de dois milhées de ascdsporos podem ser liberados de

um unico apotécio.

1.4. Sintomatologia

Na cultura da soja, os sintomas tipicos do mofo branco iniciam-se a partir de
lesbes encharcadas de onde crescem as hifas e ocorrendo apés abundante
desenvolvimento micelial. A ac¢ao das diversas toxinas produzidas pela S.
sclerotiorum apodrecem os tecidos infectados. Pode ser observado nesse periodo o
apodrecimento de diversas partes da planta, inclusive a haste principal ocasionando
a morte da planta (GRAU; RADKE, 1984). Com o avango da colonizagao do tecido
vegetal pelo fungo, as lesdes inicialmente aquosas tornam-se secas € nhao
apresentam mais sinais externos ocorrendo assim a formagao de esclerddios tanto
na superficie como no interior da haste e das vagens infectadas.

Geralmente, os sintomas se concentram no tergo inferior das plantas, o que é
considerado como um indicativo de origem interna (de dentro da lavoura) do in6culo
(BOLAND; HALL, 1988).

Na cultura da soja, a fase mais vulneravel a infeccédo vai da floragcao plena
(R2) ao inicio da formacao dos graos (R5) (DANIELSON; NELSON; HELMS, 2004).
Sementes infectadas sdo pequenas, sem brilho, com descoloragao, enrugamento e



peso menor, ou também podem se apresentar assintomaticas (CANTERI; DALLA
PRIA; SILVA, 1999; PAULA JUNIOR et al., 2010). Podem apodrecer e ndo germinar,
ocorrendo a formagédo de esclerodios (PAULA JUNIOR et al.,, 2010). Aquelas
sementes que germinam podem resultar em plantas doentes ou entdo morrerem
logo em seguida, caracterizando o sintoma de tombamento (PAULA JUNIOR et al.,
2010).

1.5. Epidemiologia

A capacidade de formar estruturas de resisténcia (esclerédios) garante a
sobrevivéncia do patdégeno por varios anos, mesmo em condicbes adversas,
limitando a utilizacado de praticas como a rotacao de culturas. De acordo com Adams
e Ayres (1979), na auséncia de hospedeiro suscetivel, o fungo pode persistir no solo
em forma de esclerddios por até 8 anos.

Existe uma ampla gama de fatores ligados ao tempo de sobrevivéncia, a
capacidade de germinagao carpogénica ou miceliogénica, a atividade enzimatica, ao
potencial de infec¢ao, e a distribuicdo espacial de esclerddios no solo (SUN; YANG,
2000; CLARKSON et al., 2003; WU; SUBBARAO, 2008).

Os fatores ambientais condicionantes da germinagdo carpogénica do
esclerddio incluem temperatura, umidade do solo e profundidade em que o
esclerédio encontra-se no solo (LIU; PAUL, 2007; WU; SUBBARAO, 2008). A
especie hospedeira também pode estimular a germinacéo de esclerddios, por meio
de exsudatos radiculares e pelo microclima formado sob o seu dossel. Em zonas de
clima temperado, as condi¢cdes ideais partem de uma combinagcdo de eventos
umidos e secos, baixas temperaturas e periodos decorridos (BARDIN; HUANG,
2001). Em contraste, isolados oriundos dos trépicos nao requerem frio no processo
de germinagao carpogénica. Portanto, a origem geografica dos isolados é de
fundamental importancia em estudos envolvendo o patégeno S. sclerotiorum
(BOLTON et al., 2006).

Os esclerddios presentes no solo sob temperatura na faixa de 10 a 21°C e
condi¢des de alta umidade, germinam e desenvolvem os apotécios (ALMEIDA et al,.
2005). Cada apotécio produz milhares de ascos, formando milhdes de ascosporos
que podem sobreviver por até duas semanas no campo, causando infecgdes
primarias nas plantas (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).



As disseminagcbes em curtas distancias sido realizadas por ascosporos
transportados por correntes de ar (100 m); a distdncias médias, por implementos
agricolas, animais e homens; e a longas distancias, por material propagativo
infectado (CARDOSO, 1990; NAPOLEAO et al., 2006; KORA et al., 2003).

Para germinagao dos ascosporos e consequentemente infecgdo, € necessaria
a presenga de agua livre e uma fonte de nutriente exdégena fornecida por tecidos
senescentes e necroticos presentes no solo ou retidos nas hastes das plantas
(BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; CANTERI; DALLA PRIA; SILVA, 1999). Em
condi¢des de alta umidade, o fungo pode colonizar os tecidos sadios entre 16 e 24
horas apds a infeccédo do tecido floral senescente. Em tempo seco, o progresso da
doenca pode ser retardado ou paralisado, mas € retomado quando as condi¢gdes de
alta umidade retrocedem (PAULA JUNIOR et al., 2010).

Na literatura, ha diversos relatos sobre as condigdes favoraveis para os
processos de germinagao e infec¢ao por S. sclerotiorum. Segundo alguns relatos, a
germinagdo dos ascoésporos ocorre em condi¢des de alta umidade relativa e
temperatura 6tima entre 5-10°C, enquanto a temperatura 6tima para crescimento
micelial estd na faixa de 15°-25°C (ABAWI; GROGAN, 1975). Outras condigbes
requeridas para o processo de infecgao, além da temperatura, sdo o pH do solo
entre 6,0 e 9,7 e presenca de 8 horas de luz, no minimo (COOK; STEADMAN;
BOOSALIS,1975).

O micélio pode permanecer viavel em tecidos infectados por até 144 horas
em condi¢gdes desfavoraveis e retoma o desenvolvimento quando as condi¢des
favoraveis regressam (HARIKRISHNAN; DEL RIiO, 2006).

Para que o fungo possa se desenvolver e provocar uma epidemia, é
necessario que a umidade adequada do solo seja mantida por certo periodo de
tempo (HUNTER et al., 1984), variando em fung¢ao do local e do tipo de solo. Em
geral, a umidade do solo correspondente a tensao de 7,5 bar ou menor favorece o
patégeno (GROGAN; ABAWI, 1975; MORRALL, 1977).

Extensos periodos de molhamento da superficie da planta durando 40 a 120
horas e temperaturas médias diarias de 12°C a 24°C sao favoraveis a infeccéo e ao
desenvolvimento do mofo branco em soja (BOLAND; HALL, 1988).

Em temperaturas amenas, inferiores a 10°C ocorre o desenvolvimento da
doencga, porém seu progresso € lento (WEISS; KERR; STEADMAN,1980), e com
temperaturas abaixo de 5°C ndo ha o desenvolvimento da doenga (ABAWI;



GROGAN, 1979), devido a formagdo do tubo germinativo ser prejudicado pelos
baixos valores de temperatura (ABAWI; GROGAN, 1975). Em contrapartida,
Hikishima, Geraldine e Lobo Jr. (2010) demonstraram que o fungo S. sclerotiorum foi
capaz de provocar a doenca a 10°C, porém apenas quando o molhamento sobre a
superficie do vegetal foi igual ou superior a 28 horas.

Em condi¢des de temperaturas de 30°C, ou superiores, o desenvolvimento do
fungo é cessado e lesbes nao aparecem (WEISS; KERR; STEADMAN, 1980;
ABAWI; GROGAN, 1979; HANNUSCH; BOLAND, 1996; HIKISHIMA; GERALDINE;
LOBO Jr, 2010). Abawi e Grogan (1975), afirmaram que na temperatura de 30°C a
infecgdo ndo ocorre, pois ndo ha desenvolvimento do tubo germinativo.

Posteriormente a penetragdo do hospedeiro, o patdgeno se desenvolve inter e
intracelular com o crescimento de hifas, as quais, posteriormente ddo origem a
novos esclerddios e apds 72 horas de desenvolvimento do micélio, esclerédios ja
podem ser formados (CANTERI; DALLA PRIA; SILVA, 1999).

1.6. Controle Quimico

A severidade do mofo branco em diferentes hospedeiros de S. sclerotiorum é,
em geral, proporcional a densidade de in6culo do patégeno no solo. Portanto, a
reducao da populagao de esclerddios é essencial para o controle efetivo do mofo
branco, bloqueando a formagao de apotécios e a eje¢cao de ascdsporos minimizando
a producao de novos esclerodios pelo controle preventivo da doenga na parte aérea
das plantas (GORGEN et al., 2010).

Apesar do uso de fungicidas ser comum para manejo de doencgas, existem
poucos fungicidas registrados no Brasil para controle do mofo branco na soja,
limitando-se a cinco ingredientes ativos: fluazinam, procimidona, tiofanato metilico,
carbendazin e cloreto de benzalcoénico (AGROFIT, 2013). Nos Estados Unidos os
produtos registrados para o controle do mofo branco na soja sao: tiofanato metilico,
boscalid, tetraconazole e prothioconazole (PELTIER et al., 2012).

Métodos fisico-quimicos ja foram adotados para reduzir os impactos do mofo
branco na agricultura. O uso de agroquimicos, entre outros sdo exemplos desses
métodos de controle (VICENT et al., 2003).

Uma alternativa utilizada por muitos agricultores para o controle da doencga &

a aplicacado do fungicida via agua de irrigacao por aspersao, técnica denominada
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fungigacdo. Embora haja poucos estudos sobre essa técnica no controle do mofo-
branco, os resultados s&o alentadores (VIEIRA; SUMNER, 1999). O controle
quimico deve ser preferencialmente de forma preventiva, sempre visando a
diminuicdo do indculo inicial. Ja o tratamento de sementes com fungicidas é feito
para controlar as infecgdes no momento da germinagcdo (CARVALHO;
CHIAVEGATO, 2006).

O uso continuado de fungicidas € preocupante quanto ao desenvolvimento de
variantes do patogeno resistentes aos produtos disponiveis no mercado. O
desenvolvimento de resisténcia ao fungicida benomil por isolados de Sclerotinia spp.
nas culturas do alface e amendoim foi reportado por Mueller et al (2002). Hubbard,
Subbarao e Koile (1997) atribuiram falha no controle de S. minor por resisténcia a
fungicidas. Testes realizados com 91 isolados de S. sclerotiorum indicaram potencial
para resisténcia a tiofanato metilico (MUELLER et al., 2002).

Segundo Mueller et al.(2002), o controle quimico do mofo branco na cultura
da soja pode ser ineficiente devido as dificuldades de atingir uma cobertura total da
planta. Colaboram para esta limitagdo, dificuldades de ajuste do momento da
aplicacao com a liberagdo de ascésporos, bem como dificuldades em atingir o terco
inferior da planta, onde, normalmente onde esta a maioria das lesdes do patdgeno.

Os fungicidas sao usados com maior frequéncia no controle do mofo branco,
porém os produtos quimicos sdo normalmente caros, sua eficiéncia é variavel e nao
sdo todos ambientalmente seguros (LU, 2003). Na cultura da soja, Danielson,
Nelson e Helms (2004) observaram que infecgdes iniciadas em diferentes estagios
fenoldgicos, seja R2 ou R5, apresentaram valores semelhantes de reducdo da
massa de cem sementes. Mueller et al. (2004), nos anos de 1998, 1999 e 2000,
trabalhando em doze ambientes, com diferentes cultivares de soja nos Estados de
lllinois, Ohio e Wisconsin, comprovaram que o tiofanato metilico nao apresentou
niveis significativos de controle de S. sclerotiorum, apenas maiores produtividades
de graos em alguns casos.

Costa e Costa (2004) concluiram, em condi¢des controladas, que o fungicida
vinclozolin inibiu 100% da germinacao de estipes e apotécios e 60% da germinagao
miceliogénica, apos 75 dias de incubagdo. O fungicida fluazinam permitiu a
formacdo de estipes inviaveis, e nao foi eficiente na inibicdo da germinacéao
miceliogénica. Ja o fungicida tiofanato metilico reduziu, apés 15 dias de incubacéo,

75% da germinacdao miceliogénica e nao apresentou eficiéncia na inibicdo da
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formacao de apotécios, apresentando apenas diminuicdo do tamanho do estipe. O
fungicida procimidone, aos trinta dias de incubagéo inibiu 60% da germinagao
miceliogénica, mas nao foi eficiente na inibicdo de estipes e apotécios. Estes
resultados frequentemente ndo sdo observados em lavouras de feijdo irrigado,
provavelmente devido ao fungicida ser lavado rapidamente dos esclerédios pelo
intenso uso da irrigagéo.

O tratamento de sementes € um eficiente método para controle do patégeno e
reducdao de formacido de esclerédios a partir de sementes infectadas. Mueller,
Hartman e Pedersen (1999) comprovaram controle superior a 98% na redugao de

esclerddios formados a partir de sementes.

1.7. Controle Biolégico do Mofo Branco

O controle de doengas causadas por patdégenos de solo € dificultado devido a
complexidade do ambiente, no qual o controle quimico tem sua eficiéncia
prejudicada ou sua aplicagdo dificultada. Dentre as alternativas para a redugéo do
uso de agrotdxicos, o controle biolégico € um dos mais discutidos, podendo tanto
aproveitar o controle biolégico natural quanto realizar a introdugao de um agente de
controle bioloégico (BETTIOL et al., 2009)

A maior parte dos trabalhos que visam a selecdo de antagonistas fungicos a
fitopatdgenos ocorre com testes in vitro, que sao mais faceis e rapidos que os
efetuados com solo, permitindo que uma grande populagdo seja avaliada
(MARIANO, 1993), mas que nem sempre apresentam correlagdo com os resultados
obtidos em condi¢cbes de campo (GHINI; NAKAMURA, 2001).

A técnica do controle biolégico é conhecida a cerca de 70 anos, porém somente
na década de 1960 é que a teoria uniu-se a pratica (PAULITZ; BELANGER, 2001). A
incidéncia do mofo branco é favorecida pela alta densidade de plantio, periodos
prolongados de precipitacdo, elevada umidade do ar e temperaturas amenas
(PURDY, 1979; ILLIPRONTI; MACHADO, 1993). Em virtude de problemas como a
falta de resisténcia varietal a S. sclerotiorum (LI; HUANG; ACHARYA; 2003), a
resisténcia a fungicidas por populagdes de S. sclerotiorum (GOSSEN; RIMMER,;
HOLLEY; 2001), e o acumulo de residuos desses produtos no meio ambiente,
especialmente em cultivos protegidos, o controle biolégico se apresenta como um

método alternativo para o controle do S. sclerotiorum.
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Alguns fungos foram relatados como importantes agentes de biocontrole de S.
sclerotiorum tais como Coniothyrium minitans Campbell (HUANG et al., 2000; LI;
HUANG; ACHARYA; 2003), Gliocladium roseum Bainier (HANNUSCH; BOLAND,
1996), Trichoderma virens (Miller, Giddens ; Foster) von Arx (HUANG et al., 2000) T.
viride Pers. Ex Fr. (HANNUSCH; BOLAND, 1996), T. harzianum Rifai (ILLIPRONTI;
MACHADO, 1993; MENENDEZ; GODEAS, 1998); T. hamatum (Bon.) Bainer
(ILLIPRONTI; MACHADO, 1993); Talaromyces flavus (Klécker) A. C. Stock & R. A.
Sansom (MELO, 1998; HUANG et al., 2000); Ulocladium atrum Preuss (LI; HUANG,;
ACHARYA; 2003) Penicillium spp. (RAI; SAXENA, 1975; ZAZZERINI; TOSI, 1985);
Fusarium solani (Mart) Sacc. (ILLIPRONTI; MACHADO, 1993) e Fusarium spp.
(ZAZZERINI; TOSI, 1985).

O Trichoderma sp. é, sem duvida, o agente de controle biolégico de doencgas de
plantas mais estudado e utilizado no Brasil e em outros paises da América Latina
(BETTIOL et al., 2008). A obtencdo do controle biologico através da selecdo e
formulagcdo de antagonistas para aplicagdo em campo também visa o controle do
mofo branco e de outras doengas causadas por patégenos habitantes do solo. Para
ocorréncia da viabilidade de antagonistas ao mofo branco, a aplicagdo deve ser feita
antes da germinagao dos esclerédios.

Em experimento conduzido por Menendez e Godeas (1998) observou-se que a
aplicacao de Trichoderma sp. pode reduzir em 62,5% o0 numero de esclerédios
viaveis.

Junto ao Trichoderma sp., o Bacillus subtilis € um dos microrganismos mais
estudados e utilizados no controle de fungos fitopatogénicos (FURLAN;
VERCHIATO, 2005). O potencial antagbnico de bactérias foi estudado em varios
trabalhos de controle biolégico de doengas em plantas (BETTIOL; KIMATI, 1990).
Produtos formulados a partir de Bacillus subtilis sdo utilizados desde 1983 nos EUA
para o tratamento de sementes de amendoim, aplicagdes foliares e no solo.

De acordo com Maffia e Mizubuti (2005), a utilizacdo de agentes de
biocontrole deve estar relacionada com o manejo integrado, para que se tenha
sucesso. Os produtos comerciais a base de microrganismos antagonistas podem
servir como uma ferramenta de controle de fitopatégenos, em rotacdo com outros
fungicidas quimicos em cultivos convencionais.

Dentro do controle bioldgico, as rizobactérias podem desempenhar papel de

supressao de doengas contra microorganismos patogénicos, mediante a producao
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de antibidticos, sideréforos, resisténcia sistémica induzida e competicdo com
fitopatdgenos, sintetizando ou facilitando as plantas o acesso a determinados
estimulos que auxiliam na melhoria da fitossanidade vegetal (CATTELAN; HARTEL,
2000).

A supressdo de doengas através de agentes de biocontrole se manifesta na
interagdo entre a planta, o patdgeno, o agente de biocontrole, a comunidade
microbriana sobre e ao redor da planta e o ambiente fisico em questido
(HANDESMAN; STABB, 1996). Segundo Baker e Cook (1974), o controle biolégico
deve atuar em um contexto de equilibrio biolégico, sem o qual sua chance de

sSuUcesso sera menor.

1.8. Controle Genético

A auséncia de cultivares de soja resistentes a S. sclerotiorum, tem sido causa
de grandes prejuizos na produgao, porém segundo Homechin (1983); Boland e Hall
(1987); Silva e Machado (1989); Wegulo, Yang e Martinson (1998) e Chaves,
Martinelli e Loch (1996), diferengas entre cultivares de soja quanto a reagdo a S.
sclerotiorum tém sido avaliadas no campo, casa de vegetacgéo e laboratério, sendo
observadas respostas que variam de elevada resisténcia a completa suscetibilidade.

Plantas geneticamente resistentes dentro do contexto da fisiologia do
parasitismo, apresentam capacidade de atrasar ou evitar a entrada e/ou a atividade
de um patégeno em seus tecidos (PASCHOLATI; LEITE, 1995). Relatos de
resisténcia em cultivares de soja, muitas vezes sao devido ao escape da infecgéo
das flores ocorrer antes da esporulagao do patégeno (GRAU, 1988), ou mesmo da
propria caracteristica da planta, em que arquiteturas mais abertas reduzem o micro-
clima e permite a circulagdo de ar no dossel, promovendo o rapido secamento das
superficies da folha e solo facilitando a penetracao de luz reduzindo a infeccédo das
plantas (COYNE; STEADMAN; ANDERSON; 1974).

Yang et al. (1999) verificaram que a incidéncia de S. sclerotiorum em
cultivares de soja esta relacionada com os grupos de maturagdo. Segundo os
autores, cultivares de ciclo longo sdo mais suscetiveis, devido ao maior periodo de
florescimento, o que causa maior predisposicdo das plantas a infeccao pelos

ascosporos.
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Homechin (1983), estudou a reacdo de 76 cultivares de soja em campo
naturalmente infestado por S. sclerotiorum. Nenhuma foi imune a doenga, mas 13
apresentaram baixo numero de plantas infectadas, denotando possivel resisténcia.
Silva e Machado (1989) testaram 20 cultivares de soja a S. sclerotiorum através de
inoculagao artificial e verificaram que nenhuma cultivar foi imune ao final de 60 horas
de incubacao.

Garcia e Juliatti (2012), estudaram o comportamento de 90 cultivares quanto a
reacao a S. sclerotiorum em folhas destacadas e verificaram que dez comportaram-
se como resistentes, sete como moderadamente resistentes, sete como
moderadamente suscetiveis e 66 como suscetiveis. Entre as cultivares classificadas
como resistentes, Emgopa 316, BR 16 e BRSGO Milena foram as que apresentaram

menor severidade da doenca.

1.9. Métodos de Inoculagao

Atualmente, os métodos existentes de inoculacdo para o mofo branco nao
apresentam eficacia no sentido de se obter niveis desejaveis de infecgdo, pois na
maioria consistem em inocular discos de agar colonizados com S. sclerotiorum
diretamente em partes de plantas ja adultas (MACHADO et al., 2001). A inoculagéao
de fungos em plantas, j4& em desenvolvimento, apresenta alguns inconvenientes
devido a fatores n&o controlados durante o desenvolvimento das plantas
(MACHADO et al., 2001). A determinacédo e adogao de métodos eficientes de
inoculagdo sao imprescindiveis para a identificagdo de potenciais fontes de
resisténcia e tratamentos de controle (FERREIRA et al., 2013).

Segundo Pratt e Rowe (1991), o inéculo comumente é aplicado em folhagens,
caules e botdes florais para determinagao da patogenicidade. Pode ser aplicado nos
internédios de hastes ou axilas das folhas, ou sobre partes aéreas inteiras de
plantas. Segundo o mesmo autor simultaneamente aos discos de agar, no sitio de
inoculagao, ferimentos em plantas por picadas podem ser eficientes, promovendo
maior infecgao.

Lim (1991), utilizou graos de aveia para avaliacdo da reacdo de cultivares de

soja a Fusarium solani f.sp. glycines, seguindo-se as modificagdes sugeridas por
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Hartman et al. (1997) e Balardin e Rubin (1999) que utilizaram gréos de sorgo
(Sorghum bicolor).

Para inoculagcdo do mofo branco em soja, ascosporos e esclerodios também
podem ser usados como indculo em casa de vegetagao e campo (PRATT; ROWE,
1991). Apos qualquer forma de inoculagdo de Sclerotinia sclerotiorum, deve-se
manter alta umidade por 24-72 horas. Partes inoculadas apresentam melhores
resultados de infeccao se cobertas com sacos plasticos para prevenir o secamento e
preservar a umidade. Temperaturas de 20-25°C sao favoraveis para inoculagao de
Sclerotinia sclerotiorum (PRATT; ROWE, 1991)

A cultura da folha destacada, definida como a manutencao de folhas vivas por
um certo periodo apos ter sido destacada da planta mae (YARWOOD, 1946; TUITE,
1969) é uma técnica que apresenta vantagens quanto a economia de espaco, de
material vegetal e de indculo; facilidade de controle e manipulagdo de fatores
ambientais; reducdo na contaminacdo; uniformidade experimental; facilidade e
exatiddo nas observacbes, uma vez que, se pode examinar o material sob
microscopio sem prejudicar a cultura; eliminagdo quanto a necessidade de luz
quando o cultivo é feito em solugdo de sacarose; crescimento exuberante de alguns
parasitas obrigatérios como ferrugem e oidios (YARWOOD, 1946; HOOKER;
YARWOOD, 1966; TUITE, 1969; HENESSY; SACKSTON, 1970; MIGNUCCI, 1978).
Esta técnica foi inicialmente utilizada em estudos de fisiologia vegetal, como
absorcao de agua, transpiragao, respiracao e fotossintese. Apds alguns anos de sua
descoberta, os fitopatologistas comegaram a utiliza-la para testes de inoculagéo e
estudos de fisiologia de parasitismo (YARWOOD, 1946), sendo desenvolvida ao
longo do tempo, através de diferentes métodos. Todos os métodos desenvolvidos
possuem uma caracteristica em comum, a simplicidade. Um dos métodos mais
simples consiste em acondicionar as folhas em placas de Petri contendo uma
camada de algodao recoberta com papel de filtro umedecido (MIGNUCCI, 1978;
CENTURION; KIMATI, 1994; CENTURION et al., 1994).

Por ser simples e apresentar inumeras vantagens, a técnica da folha destacada é
empregada principalmente para estudos do desenvolvimento de parasitas
obrigatérios como Puccinia graminis f. sp. tritici e Microsphaera diffusa (BRODWER,
1964; MIGNUCCI, 1978); para estudos das relacbes patdégeno-hospedeiro,
especialmente nos casos de ferrugens (HOOKER; YARWOOD,1966; HENESSY;
SACKSTON, 1970; LUMBROSO et al., 1977); para a selegcao de microrganismos
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antagbnicos a ferrugem do feijoeiro (CENTURION; KIMATI, 1994, CENTURION et
al., 1994); e para a determinagdo da resisténcia de diferentes gendtipos nas
combinagdes trigo/Puccinia graminis f. sp. tritici, alfafa/Phoma herbarum var.
medicaginis , amendoim/Puccinia arachidis (WARD, 1959; WILCOXSON; ATIF;
KOWMAND, 1974; MORAES; SAVY FILHO, 1983), soja/M. diffusa (CENTURION et
al., 2000; CENTURION et al., 2001). Mais recentemente, Franco (2004) testou a
viabilidade da técnica da folha destacada para determinagéo da reagédo de gendtipos
de soja a podridao vermelha da raiz, e obteve resultados que evidenciaram que F.
solani f. sp. glycines infecta a folha destacada enraizada inoculada pelo método do
palito de dente, provocando morte do peciolo e amarelecimento gradual da folha a
partir da base. Entretanto, o método do palito de dente nem sempre permitiu a
caracterizagcdo de cultivares resistentes. Segundo Franco (2004) o emprego da
técnica da folha destacada podera ser promissor nos estudos de determinagcao de
reagoes de gendtipos de soja a doengas com ajustes de metodologia.

Garcia e Juliatti (2012) consideram que para soja, o estadio V1 seja ideal para
inoculagao do patégeno, pois os tecidos sao tenros, o que facilita a infecgao por S.
sclerotiorum, patégeno de crescimento rapido. No estadio R1, as plantas estdo mais

desenvolvidas e com tecidos mais lignificados, o que reduz a severidade de doencga.
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CAPITULO 2- METODOLOGIAS DE INOCULAGAO DE Sclerotinia
sclerotiorum EM ESTUDOS DE CONTROLE DO MOFO
BRANCO EM FOLHAS DESTACADAS DE SOJA

RESUMO - O acréscimo do numero de doengas na cultura da soja tém acarretado
perdas significativas na producdo, destacando-se o mofo branco causado pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum, como uma das mais graves. A capacidade em produzir
estruturas que garantem a sobrevivéncia do patégeno no solo, auséncia de
resisténcia varietal e a inviabilidade do uso de fungicidas devido a diversos fatores,
dificultam o controle da doenca. A preocupagao com a sustentabilidade ambiental
faz do controle biolégico um método alternativo e seguro. Além de que, na literatura
os métodos de inoculagao reportados para o mofo branco ndo apresentam eficacia
em se obter niveis desejaveis de infeccdo. O presente trabalho objetivou avaliar
metodologias de inoculagdo artificial em folhas destacadas de soja, reagao de
cultivares, bem como, a efetividade de produtos quimicos e biolégicos no controle da
doenca. As avaliacbes foram efetuadas através de escalas de notas dos sintomas
foliares e contagem de esclerddios. O método de inoculagao artificial dos graos de
sorgo colonizados com o patégeno destacou-se pela maior reprodugao dos sintomas
foliares. Dentre as cultivares testadas a SYN 1157 RR e Emgopa 316 retardaram os
sintomas da doenca. O produto quimico tiofanato metilico, reduziu os sintomas

foliares além de inibir a formacao de esclerddios.

Palavras-chave: controle biolégico; controle quimico; Glycine max (L.) Merrill;

cultivares.

1. INTRODUGAO

A soja, Glycine max (L.) Merrill, € uma das mais importantes commodities,
sendo o Brasil um dos maiores produtores do grao. A expectativa de producao na
temporada 2014/15 esta estimada em 95,070 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).
O aumento de doengas na cultura da soja € um dos fatores que limitam a
produtividade. Em algumas situagdes, as perdas podem se aproximar dos 100%,

como € o caso do mofo branco (EMBRAPA, 2014). Causada pelo fungo Sclerotinia
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sclerotiorum (Lib.) de Bary, o mofo branco tem se tornado uma doenga importante
para a cultura da soja em muitas regides brasileiras.

Os sintomas tipicos de mofo branco na soja iniciam-se a partir de lesdes
aquosas nos tecidos com abundante crescimento de micélios, apodrecendo logo
adiante. Nessa fase, ocorre a formacado dos esclerddios no interior das hastes
laterais, vagens e folhas, ou mesmo a haste principal, causando a morte da planta
(GRAU; RADKE, 1984). Os esclerddios s&o estruturas de resisténcia a condigcbes
adversas e na degradacao microbiana (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

Nao ha registro de cultivares de soja resistentes a S. sclerotiorum, porém
segundo Wegulo, Yang e Martinson (1998), diferengas quanto a reagdo a S.
sclerotiorum tém sido avaliadas em condi¢gdes de campo, casa de vegetacédo e
laboratdrio. Uma alternativa utilizada para o controle da doenga € a aplicagao do
fungicida via agua de irrigagdo por aspersao. Carvalho e Chiavegato (2006)
relataram que o controle quimico deve ser utilizado de forma preventiva. Todavia o
alto custo com aplicacbes e as dificuldades na obtencdo de uma cobertura total
durante a pulverizagdo dos fungicidas torna o controle quimico muitas vezes
inviavel. Por outro lado, o controle biolégico vem revolucionando o manejo
fitossanitario na agricultura (BETTIOL; GHINI, 2003). Frente a isso, produtos
comerciais a base de microrganismos antagonistas, tornam-se uma ferramenta
segura de controle de fitopatégenos, em rotagdo com outros fungicidas quimicos em
cultivos convencionais.

Atualmente, na literatura, os métodos de inoculagao artificial reportados para
S. sclerotiorum nao apresentam eficacia no sentido de se obter niveis desejaveis de
infeccdo (MACHADO et al., 2001). A determinacédo e adocédo de métodos eficientes
de inoculagdo sado imprescindiveis para a identificagdo de potenciais fontes de
resisténcia e métodos de controle (FERREIRA et al., 2013). O estudo de
antagonistas a S. sclerotiorum através da técnica da folha destacada é pratico e
vantajoso, pois economiza espaco, material vegetal e indculo além do maior controle
e manipulagao dos fatores ambientais durante o experimento (TUITE, 1969).

Diante da importancia da cultura e da doenga, objetivou-se inicialmente
escolher dentre algumas metodologias de inoculagao artificial do patégeno em folhas
destacadas de soja a mais promissora, para utilizacdo em experimentos de reagao

de cultivares e efetividade de produtos quimicos e bioldgicos no controle da doenca.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante o outono/inverno de 2013 e 2014
e, primavera/verao de 2013/14 e 2014/15 em laboratério pertencente ao
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal/SP, UNESP. Foram instalados experimentos
com folhas destacadas de soja, desenvolvidos em trés etapas, sendo: Etapa 1 =
Metodologias de inoculagédo artificial de S. sclerotiorum, Etapa 2 = Reacdo de
cultivares a inoculacao artificial de S. sclerotiorum e Etapa 3 = Controle de S.
sclerotiorum. Ressalta-se, que cada etapa envolveu dois experimentos referentes as

épocas.

21. Etapa 1. Metodologias de inoculagao artificial de Sclerotinia

sclerotiorum

Para o cultivo de S. sclerotiorum foram utilizadas placas de Petri contendo o meio
de cultura BDA - batata, dextrose e agar. Dois isolados de S. sclerotiorum foram
testados, sendo o primeiro isolado de plantas infectadas de tomateiro e o segundo
de soja. Os mesmos foram mantidos através de sucessivas repicagens e também
pela germinagdo de esclerddios em placas de Petri em BDA. As placas de Petri
contendo o fungo foram incubadas em cadmara de germinagdo com temperatura
ajustada para 22 £3°C e fotoperiodo de 12 horas para germinagao miceliogénica até
a formacao de esclerddios.

A cultivar de soja AS38 IPRO foi utilizada para compor esta etapa devido a
melhor qualidade fisiolégica e maior porcentagem de plantulas normais obtida nos
testes de germinacao e de emergéncia de plantulas em areia em relagdo as demais
cultivares testadas.

As plantas foram coletadas no final da tarde (TUITE, 1969), de 9 a 12 dias ap6s
a semeadura em vasos em casa de vegetacdo, estadio de desenvolvimento V1
(FEHR; CAVINESS, 1977). Em laboratdrio, as folhas foram destacadas da planta
cortando-se 0 peciolo imerso em agua destilada com uma tesoura desinfestada,
proximo a insergdo com o cauliculo. Em seguida, o peciolo foi envolvido em algodao
embebido com agua destilada. Assim, as folhas preparadas foram colocadas em

placas de Petri com diametro de 90 mm, contendo uma fina camada de algodao
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recoberta com papel de filtro previamente umedecido com cerca de 20 mL de agua
destilada/placa. Foi colocada uma Iamina de vidro de microscopia sobre o papel de
filtro com o intuito de evitar o contato direto do limbo foliar com a superficie umida do
papel de filtro. Antes de fechar a placa de Petri, um filme de plastico transparente foi
utilizado sob a tampa para assegurar que a umidade relativa no seu interior se
mantivesse alta. Apds o preparo, as placas foram mantidas em camara de
germinagao com temperatura ajustada para 28°C até as folhas enraizarem. Assim,
foi efetuada artificialmente a inoculagdo dos dois isolados (isolado de plantas de
tomateiro e isolado de plantas de soja) através de trés métodos de inoculagéo
propostos e descritos a seguir: método de grdos de sorgo colonizados com o
patégeno: este método foi proposto por Balardin e Rubin (1999). Na inoculagao
foram utilizados dois graos de sorgo, colocados em posi¢ado oposta, encostados a
regiao do peciolo das folhas destacadas com o auxilio de uma pinga; método do
disco de colbnia sobre a folha: dois discos de colénia de S. sclerotiorum com
tamanho padronizado (0,5 cm de didmetro) foram cortados e colocados sobre o
limbo foliar das folhas destacadas e método do esclerddio sobre a folha: dois
esclerédios de S. sclerotiorum foram colocados sobre o limbo foliar das folhas
destacadas. Com relagao as testemunhas foram utilizados graos de sorgo e discos
de meio de cultura sem a presenga do patégeno, ja para o método dos esclerédios
foi utilizada apenas a folha destacada para o estudo.

Apos a inoculagao, as folhas destacadas foram incubadas em temperatura
ambiente e em camara de germinagdo com temperaturas ajustadas para 22 °C e 28
°C e fotoperiodo de 12 horas .

As avaliacdes do nivel de infeccdo do mofo branco em folhas destacadas
foram feitas semanalmente apds a inoculacéo das folhas destacadas, utilizando-se a
escala de notas de 0 a 4, proposta por Garcia e Juliatti (2012) para avaliagao de
sintomas de S. sclerotiorum, em que: 0 = auséncia de sintomas; 1 =0 a 11 % de
area foliar infectada (AFI); 2 =12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50%
de AFI.

2.2. Etapa 2. Reacao de cultivares de soja a inoculagao artificial de

Sclerotinia sclerotiorum
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De posse dos melhores resultados quanto ao isolado, bem como, a
metodologia de inoculagdo mais eficaz para a reproducédo dos sintomas da doencga
foi conduzida a etapa 2 que consistiu na reacdo de cultivares de soja a inoculagao
artificial de S. sclerotiorum em folhas destacadas. Para isso, foram utilizadas dez
cultivares comerciais de soja com disponibilidade de sementes sendo: M 8330 IPRO,
AS 38 IPRO, NS 7300 IPRO, SYN 1157 RR, SYN7059 RR, SYN 1163 RR, BMX
Poténcia RR, BMX Pampa RR, TMG 1182 RR e Emgopa 316. A metodologia
utilizada para os experimentos foram semelhantes a ja descrita na etapa 1,

acrescentando avaliacdes quanto ao numero de esclerddios.

2.3. Etapa 3. Controle de Sclerotinia sclerotiorum

Com base nos resultados obtidos na etapa 2 referente ao estudo de reagao
de cultivares foram selecionados dois cultivares pelo padrao de resisténcia e
suscetibilidade aos sintomas da doenca.

Para o controle, além da testemunha foram utilizados cinco produtos:
Trichodermil, a base de Trichoderma harzianum, cedido pela empresa Koppert;
Ecotrich, a base de T. harzianum, cedido pela empresa Ballagro; Produto em fase de
teste a base de Metabdlitos de T. harzianum; Nemix, a base de Bacillus subtilis,
cedido pela empresa FMC agricola e o Cercobin (tiofanato metilico), fungicida do
grupo dos Benzimidazois, cedido pela empresa lhara. Todos os produtos foram
utilizados nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes. As folhas destacadas
de soja foram pulverizadas na face abaxial com o auxilio de um borrifador de agua
até o ponto de escorrimento em dois periodos diferentes, antes e depois da
inoculagao artificial do patdégeno. Ja, a testemunha constou apenas de agua
destilada e esterilizada. A metodologia dos experimentos de controle a inoculagao
artificial de S. sclerotiorum foi a mesma ja descrita para etapas 1 e 2.

Nas trés etapas, os experimentos foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticbes para a etapa 1 e quatro repeticoes
para as etapas 2 e 3. Cada repeticao constou de uma placa de petri com as folhas
destacadas. Os dados referentes aos niveis de infeccdo e numero de esclerddios
foram transformados em raiz de x + 0,5 e submetidos a analise de variancia pelo

teste F e em seguida as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
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probabilidade seguindo-se o esquema fatorial por meio dos softwares AgroEstat
(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011) e SAS (SAS INSTITUTE, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 1 e 2 estdo discriminados os resultados referentes a etapa 1.
Nota-se que no outono/inverno de 2013, ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas no nivel de infeccédo nas trés temperaturas testadas.

Tabela 1. Nivel de infecgéo!” de isolados de Sclerotinia sclerotiorum obtidos em folhas
destacadas de soja AS 38 IPRO inoculadas por diferentes métodos e
incubadas em trés temperaturas nos experimentos realizados no
outono/inverno de 2013

Tratamentos

Avaliacoes no Outono/lnverno de 2013
a

1° 2 3? 4°
(T) Temperaturas®™
Ambiente 0,88 a® 1,02 a 1,06 a 1,11a
22°C 0,77 a 0,84 a 1,00 a 1,04 a
28°C 0,80 a 0,93 a 0,95a 1,04 a
_________________ FM) o .097ns  A83ns_ . Q77pns_ . ___.005ns ______
(1) Isolados®
Tomate 1,15a 1,31a 1,48 a 1,53 a
Soja 1,31a 1,48 a 1,53 a 1,66 a
Testemunha 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
__________________ FO) .. 10653* 10937 14822 180,68
(M) Métodos"
Graos de sorgo 2,22 a 2,45 a 2,60 a 2,64 a
Discos 0,15 b 0,15 b 0,26 b 0,40 b
Esclerodios 0,08 b 0,15 b 0,15b 0,15¢
_________________ FM) 27888 27848 32582 331,02
Teste F (TxI) 3,03* 2,48* 3,38* 1,81 ns
Teste F (TxM) 0,73 ns 1,66 ns 2,84* 4,52**
Teste F (IxM) 71,58** 71,59** 85,73** 84,11**
Teste F (TxIxM) 0,96 ns 1,30 ns 1,60 ns 3,64**
CV (%) 17,38 18,25 16,50 15,67

MMedias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFI); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI'® Médias de
5 repeticdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Ja, na primavera/verao de 2013/2014 (Tabela 2) houve diferengas apenas na
primeira avaliagdo, em que as maiores médias de infecg¢ao foliar foram verificadas
em temperaturas ambiente e de 22°C, corroborando com os resultados de Vuong et
al. (2004), que observaram maior desenvolvimento do patégeno entre as
temperaturas 20 a 25°C e supressao em temperaturas préximas a 30°C. Segundo
Martins (1988), a faixa 6tima de temperatura para o desenvolvimento do fungo esta
entre 15 e 20 °C.
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Tabela 2. Nivel de infeccdo" de isolados de Sclerotinia sclerotiorum obtidos em
folhas destacadas de soja AS 38 IPRO inoculadas por diferentes métodos
e incubadas em trés temperaturas nos experimentos realizados na
primavera/verao de 2013/14.

Tratamentos Avaliagoes na Primavera/Verao de 2013/14
18 28 38 43
(T) Temperaturas™
Ambiente 0,71a 1,08 a 1,22 a 1,35a
22°C 0,84 a 0,84 a 1,00 a 1,04 a
28°C 0,53 b 0,93 a 0,97 a 1,04 a
___________________ FM) 807 2A2ns ___18Tns____________194ns______
n Isolados™
Tomate 0,77 b 1,35a 1,57 a 1,68 a
Soja 1,31 a 1,51 a 1,62 a 1,75 a
Testemunha 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
S 5 () R 67,68 ... 99,12% ____.._...105907 103457
(M) Métodos®™
Graos de sorgo 1,77 a 2,51a 2,62 a 2,64 a
Discos 0,15b 0,20 b 0,40 b 0,62b
Esclerodios 0,15b 0,15b 0,17 ¢ 0,17 ¢
R 130,33 24167 19953 15664
Teste F (Txl) 12,73** 2,16 ns 2,07 ns 1,09 ns
Teste F (TxM) 7,54* 1,17 ns 1,18 ns 0,76 ns
Teste F (IxM) 38,52** 62,10** 52,84** 40,56**
Teste F (TxIxM) 7,74* 1,09 ns 1,41 ns 2,46
CV (%) 20,86 19,43 20,22 21,51

MMedias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI' @ Medias de
5 repetigdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em relacdo aos isolados testados no outono/inverno de 2013, também nao
foram detectadas diferencas em severidade para os sintomas foliares entre as cepas
de Sclerotinia, exceto do tratamento testemunha (Tabela 1). Na primavera/verao de
2013/2014, com excegao da primeira avaliagdo que o isolado de soja apresentou a
maior patogenicidade, nas demais avaliagbes nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os isolados (Tabela 2). A patogenicidade semelhante entre os
isolados € devido a falta de especificidade de S. sclerotiorum, pois sintetizam grande
variedade de enzimas que degradam paredes celulares das células hospedeiras
(RIOU; FREYSSINET; FEVRE; 1991). Em estudo comparando-se a patogenicidade
de 14 isolados de S. sclerotiorum em 11 hospedeiros diferentes, Price e Calhoun
(1975) verificaram que houve variagao no grau de patogenicidade. Sagata (2010),
estudou a inoculacédo de sete isolados de S. sclerotiorum em 18 cultivares de soja
em folha destacada e observou que o isolado proveniente da cultura do girassol
promoveu severidades maiores que 50 %, tornando todas as cultivares suscetiveis.

Em todas as avaliagbes, tanto no experimento de outono/inverno de 2013,
bem como, na primavera/verdo de 2013/2014, a inoculagao pelo método dos graos
de sorgo colonizados pelo patégeno apresentou os melhores resultados quanto ao

nivel de infeccdo, sendo portanto nas condi¢des do presente trabalho, o método
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mais efetivo na reproducao dos sintomas do mofo branco (Tabela 1 e 2). De acordo
com Wegulo, Yang e Martinson (1998), a uniformidade do tamanho da folha, local e
umidade adequada durante a inoculagao sao fatores importantes para o sucesso do
método das folhas destacadas. Chaves (1995) concluiu que o estadio V1 é indicado
para a avaliagdo de variedades de soja quanto a resisténcia a S. sclerotiorum, pois
os tecidos estdo tenros, o que facilita a infeccédo. Além disso, pesquisas indicam que
a lignina, presente nos tecidos vegetais s&o de extrema importancia para a
resisténcia a Sclerotinia, como na taxa de crescimento do fungo, patogenicidade, etc
(MAXWELL; LUMSDEN,1970).

O fato do método dos graos de sorgo colonizados ter se apresentado como o
mais eficaz no desenvolvimento dos sintomas foliares de mofo branco pode ser
explicado devido a propria relagdo carbono/nitrogénio do grédo de sorgo em relagéo
aos outros métodos. Diferentes espécies de Sclerotinia utilizam muitos compostos
organicos, incluindo agucares e acidos organicos, para crescimento e produgao de
esclerddios (LETORNEAU, 1979).

Em ambas as épocas, pode-se observar que houve diferencas estatisticas
significativas entre os fatores em pelo menos uma das avaliagbes. Na Tabela 3, na
quarta avaliagdo do teste de outono/inverno de 2013, em desdobramento
significativo entre temperaturas e métodos de inoculagdo, pode-se observar em
geral que a inoculagdo com graos de sorgo colonizados com o patégeno apresentou
maior eficiéncia em relagdo aos outros métodos quanto a reprodugao dos sintomas,
principalmente na temperatura de 22°C.

Mesmo em temperatura mais alta, de 28°C, foi observado desenvolvimento
dos sintomas o que contraria Geraldine, Lobo Junior e Hikishima (2010), que
afirmaram que sob as condi¢des de temperaturas proximas de 30°C, ou superiores,
o desenvolvimento do fungo é cessado e lesbes nao desenvolvem.

Para ambas as épocas na interagido dos isolados e métodos de inoculagao, o
isolado proveniente da cultura da soja apresentou maior média em nivel de infecgao
foliar no método dos esclerédios sobre a folha, ja para os outros métodos os

isolados de soja e tomate nao diferiram significativamente (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 3. Desdobramento significativo de temperaturas vs métodos de inoculagdo na
4% avaliagdo de nivel de infeccdo em experimento conduzido no
Outono/Inverno de 2013.

(M) Métodos

Tratamentos F
Gréos de sorgo Discos Esclerédios
(T) Temperaturas
Ambiente 1,61 Aa 0,81Ba 0,87 Ba 94,13**
22°C 1,64 Aa 0,81Ba 0,70 Bb 126,01**
___________ 28.c _ __ 1683Aa _ ___09Ba_ ____ 070Cb 111377
F 0,13 ns 1,68 ns 4,64

(”Médias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI’ @ Medias de
5 repeticdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, nado diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as anadlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 4. Desdobramento significativo de isolados vs métodos de inoculagdo na 42
avaliacdo de nivel de infeccdo em experimento conduzido no
Outono/Inverno de 2013.

(M) Métodos

Tratamentos F
Gréos de sorgo Discos Esclerédios
(I) Isolados
Tomate 2,12 Aa 1,01 Ba 0,70 Cb 274,99**
Soja 2,10 Aa 1,01 Ba 0,87 Ba 224,25**
_______ Testemunha ___ ______070Ab _________ 070Ab ____________ _070Ab ____________ 000ns
F 328,00** 16,01** 4,90**

MMedias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI' @ Medias de
5 repeticdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 5. Desdobramento significativo de isolados vs métodos de inoculagdo na 42
avaliacdo de nivel de infeccdo em experimento conduzido na

Primavera/Verao de 2013/2014.
(M) Métodos

Tratamentos F
Graos de sorgo Discos Esclerédios
() Isolados
Tomate 2,12 Aa 1,17 Ba 0,70 Ca 130,66**
Soja 2,10 Aa 1,07 Ba 0,89 Ba 107,09
_______ Testemunha 070Ab  _ 070Ab  070Ab  _ 000ns
F 166,05 15,54** 2,99 ns

MMedias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFI); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI'® Médias de
5 repeticdes seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, n&do diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as anélises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Nas Tabelas 6 e 7, estdo discriminados os resultados dos experimentos da
etapa 2 de estudo de reacdo de cultivares em folhas destacadas (primavera/verao
de 2013/14 e outono/inverno de 2014). Nota-se que nas duas épocas o isolado de S.
sclerotiorum extraido de plantas de soja apresentou-se como o mais patogénico
pelas maiores médias de nivel de infeccdo e numero de esclerédios. Apenas na
terceira avaliagao de numero de esclerédios na primavera/verao de 2013/2014 nao
foram detectadas diferengas estatisticas entre os isolados, exceto da testemunha.

Mesmo havendo diferencas de patogenicidade entre isolados do patégeno, a S.
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sclerotiorum n&o apresenta especificidade e por isso possui ampla gama de
hospedeiros (BEDENDO, 1995). Quanto as temperaturas, no experimento conduzido
na primavera/verdo de 2013/2014 (Tabela 6), apenas na primeira avaliagao
detectaram-se diferencgas estatisticas significativas, sendo, atribuido a temperatura
ambiente a maior severidade dos sintomas foliares. Entretanto, no outono/inverno de
2014 as temperaturas: ambiente e 22°C nédo diferiram estatisticamente entre si, e
sobressairam-se da de 28°C em relagc&o ao desenvolvimento dos sintomas (Tabelas
7).

Tabela 6. Nivel de infeccdo e numero de esclerédios obtidos nos experimentos de
reacdo de cultivares a inoculagdo pelo método de grdos de sorgo
colonizados por Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas, na

primavera/verao de 2013/14.
Avaliagoes na Primavera/Verao de 2013/14

Tratamentos Nivel de infecgdo"” Ntmero de Esclerédios®
1a 23 33 43 13 2a 33 43
(1) 1solados™
Tomate 3,58 b 3,80b 3,93b 3,97b 0,00 b 0,05 b 0,12 a 0,13 ab
Soja 3,89a 3,93 a 3,99 a 4,00 a 0,08 a 0,15 a 0,18 a 0,24 a
Testemunha 0,00c 0,00c 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
R () R 87,76 . 15,79 . 42,09 19,05™ 452" . 698 . A3 6,57 ___
(T)Temperaturas™
Ambiente 2,55a 2,60 a 2,63 a 2,65a 0,09 a 0,20 a 0,30 a 0,36 a
22°C 2,50 ab 2,60 a 2,63 a 2,65a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
28°C 241b 2,53 a 2,65a 2,66 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
R FT) . 425" 276ns _ 093ns __ 129ns 628" 12,90 2357 21,18"
(C)Cultivaresm
M 8330 IPRO 2,50abc 2,52 ab 2,66 a 2,66 a 0,11a 0,16 a 0,16 ab 0,16 a
AS 38 IPRO 2,63 ab 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,02 a 0,05a 0,13 ab 0,13 a
NS 7300 IPRO 2,66 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,02 a 0,08 a 0,08 ab 0,08 a
SYN 1157 RR 2,19d 241b 2,61b 2,66 a 0,00 a 0,05a 0,05 ab 0,05a
SYN 7059 RR 2,33 cd 2,52 ab 2,63 ab 2,66 a 0,00 a 0,00 a 0,00 b 0,00 a
SYN 1163 RR 2,52abc 2,61 ab 2,66 a 2,66 a 0,00 a 0,08 a 0,83 a 0,30 a
BMX Poténcia RR 2,38bcd 2,47 ab 2,63 ab 2,66 a 0,05a 0,05a 0,05 ab 0,25a
BMX Pampa RR 2,55abc 2,63 a 2,63 ab 2,66 a 0,05a 0,05a 0,08 ab 0,08 a
TMG 1182 RR 2,50abc 2,61 ab 2,66 a 2,66 a 0,02 a 0,11a 0,11 ab 0,11a
Emgopa 316 2,61 ab 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,00 a 0,02 a 0,05 ab 0,05a
] FC) 689" 387" 254" 195 075ns  053ns __ 156ns  132ns
Teste F( IxT) 4,23 2,32 ns 2,09 ns 1,29 ns 4,52** 5,72** 6,26** 5,83**
Teste F (IxC) 3,09** 2,34** 1,51 ns 1,95* 0,44 ns 0,66 ns 0,82 ns 0,87 ns
Teste F (TxC) 4,25** 2,39** 2,04** 2,24* 0,75 ns 0,54 ns 1,65* 1,41 ns
Teste F( IXTxC) 2,97** 2,51** 2,56** 2,24** 0,44 ns 0,74 ns 0,87 ns 0,93 ns
CV (%) 5,69 4,32 2,63 1,22 14,53 20,60 22,63 26,74

Médias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 =12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI." Médias de 4
repeticdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Nas duas épocas, em temperatura ambiente verificou-se também as maiores
médias para o numero de esclerddios. Fatores como luz, temperatura, pH do meio,
composi¢cao da atmosfera e potencial osmético também podem interferir na
formacao de esclerddios, bem como a relagdo carbono/nitrogénio (LETORNEAU,
1979).
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Além disso, Katan e DeVay (1991), observaram em seus estudos que

temperaturas acima de 37°C, por duas a quatro semanas, podem causar rachaduras

nos esclerddios, ocasionando a liberacdo de compostos ricos em carbono, que

podem aumentar a colonizagao por outros microrganismos.

Tabela 7. Nivel de infecgdo e numero de esclerdodios obtidos nos experimentos de
reacdo de cultivares a inoculagdo pelo método de grdos de sorgo

colonizados por Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas, no
outono/inverno de 2013.
Avaliagoes no Outono/lnverno de 2014
Tratamentos Nivel de infecgdo"” NUmero de Esclerédios®?
18 28 38 48 13 23 33 43
(1) 1solados™
Tomate 3,66 b 3,84b 3,86 b 3,93b 0,05b 0,26 b 0,36 b 0,50 b
Soja 3,98 a 4,00 a 4,00 a 4,00 a 0,20 a 0,50 a 0,66 a 0,73 a
Testemunha 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00 b 0,00c 0,00c 0,00c
e FO) 18327 24,26 27,50 30,857 17,40 - 19,47 . 29,20 31,01 .
(T)Temperaturas®™
Ambiente 2,64 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,18 a 0,68 a 0,84 a 1,00 a
22°C 2,60 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,03 b 0,05b 0,06 b 0,06 b
28°C 2,40b 2,50b 2,53b 0,00 b 0,05b 0,03 b 0,12b 0,15b
e FM._ . 24,147 . 22,70 ] 17,69 . 4997 . 982" - 40,79 42,347 51,57 .
(C)Cultivares"‘hr
M 8330 IPRO 2,58 ab 2,63 a 2,63 a 2,66 a 0,11 a 0,33 a 0,44 ab 0,47 a
AS 38 IPRO 2,55 ab 2,63 a 2,66 a 2,66 a 0,05a 0,16 a 0,19 ab 0,22 a
NS 7300 IPRO 2,63 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,00 a 0,38 a 0,52 ab 0,61a
SYN 1157 RR 2,50 ab 2,52 ab 2,55 ab 2,61a 0,05a 0,30 a 0,36 ab 0,41 a
SYN 7059 RR 2,47 ab 2,58 ab 2,59 ab 2,66 a 0,13 a 0,30 a 0,61a 0,77 a
SYN 1163 RR 2,50 ab 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,00 a 0,05a 0,08 b 0,16 a
BMX Poténcia RR 2,66 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,05a 0,13 a 0,16 ab 0,19 a
BMX Pampa RR 2,66 a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 0,08 a 0,33 a 0,41 ab 0,41 a
TMG 1182 RR 2,52 ab 2,61 ab 2,61 ab 2,66 a 0,11 a 0,30 a 0,33 ab 0,38 a
Emgopa 316 2,38 b 2,47b 247b 2,61a 0,19 a 0,27 a 0,33 ab 0,44 a
(- N 395" 388" 383"  148ns _ 117ns __ 122ns _ 180ns  167ns
Teste F( IxT) 26,53* 22,70* 17,69* 4,99** 4,65** 12,23** 11,20** 13,51*
Teste F (IxC) 3,97** 3,88** 3,83** 1,48 ns 1,19 ns 0,67 ns 0,72 ns 0,83 ns
Teste F (TxC) 4,99** 3,88** 3,83** 1,48 ns 2,30** 1,10 ns 1,67* 1,94*
Teste F( IXTxC) 4,47 3,88** 3,83** 1,48* 1,75** 0,59 ns 1,01 ns 1,09 ns
CV (%) 4,64 3,42 3,26 3,08 18,37 31,89 33,55 34,67

MMedias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI."Médias de 4

repeticdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Considerando as cultivares, na primavera/verao de 2013/14, houve diferencas

significativas nas trés primeiras avaliacbes, sendo que a SYN 1157 RR, dentre as

cultivares testadas quanto a reacdo, a que mais retardou o desenvolvimento dos

sintomas em area foliar. Ja, as cultivares AS 38

IPRO e NS 7300

IPRO

apresentaram-se como as mais suscetiveis. Porém pode-se observar que na quarta

avaliacao, realizada aproximadamente 30 dias apds a inoculagdo, que todas as

cultivares testadas obtiveram nota 4, na classificagao proposta por Garcia e Juliatti

(2012), ou seja, apresentaram mais de 50 % de AFI (Tabela 6). Segundo o contexto

da fisiologia do parasitismo planta geneticamente resistente apresenta a capacidade

(1)
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de atrasar ou evitar a entrada e/ou a atividade de um patdégeno em seus tecidos
(PASCHOLATI; LEITE, 1995).

No outono/inverno de 2014, os resultados diferiram em parte da primeira
época. Verificou-se que apesar da observacao de diferencas significativas nas trés
primeiras avaliagbes, a cultivar Emgopa 316 foi a que mais retardou o
desenvolvimento de infecgdes em area foliar, ndo diferindo das cultivares SYN 7059
RR, TMG 1182 RR e novamente de SYN 1157 RR. Estes resultados discordam de
Garcia e Juliatti (2012), que em estudo prévio de classificagdo de cultivares quanto a
reacgao a Sclerotinia sclerotiorum verificaram suscetibilidade da cultivar Emgopa 316
em folhas destacadas. Similar a primavera/verao de 2013/14, a cultivar NS 7300
IPRO, apresentou maior severidade dos sintomas foliares, porém nao diferindo
estatisticamente das cultivares BMX Poténcia RR e BMX Pampa RR (Tabela 7). Na
quarta avaliacao, todas as cultivares apresentavam 100% da area foliar infectada, ou
seja, (nota 4). Homechin (1983) estudou a reagdo de 76 cultivares de soja em
campo infestado por S. sclerotiorum, e ndo detectou imunidade a doencga, porém 13
cultivares apresentaram baixo numero de plantas infectadas. Silva e Machado
(1989) testaram 20 cultivares de soja a S. sclerotiorum por meio de inoculagao
artificial e também né&o verificaram imunidade das cultivares ao final de 60 horas de
incubacdo. Entretanto, as cultivares Numbaira e I|IAC-11 apresentaram boa
resisténcia. A resisténcia fisiolégica na soja para S. sclerotiorum é identificada por
lesbes de coloragao marrom-avermelhadas limitadas ao sitio da inoculagdo e pode
ser observada em experimentos de casa de vegetacdo e laboratorio.
(PENNYPACKER; HATLEY, 1995). Contudo, segundo Nelson, Helms e Kural
(1991), em campo, a resisténcia de cultivares € erroneamente classificada devido a
propensdo das plantas em escapar da infecgcdo. Em cultivares de ciclos mais
precoces ocorre o escape da infecgao das flores antes da esporulagao do patégeno
reduzindo a doenca em incidéncia e severidade.

Em relagdo a avaliagédo do numero de esclerddios, para as cultivares de soja,
foram detectadas diferengcas estatisticas apenas na terceira avaliagdo com
resultados inversos das cultivares nas duas épocas. As cultivares SYN 7059 RR e
SYN 1163 RR apresentaram, respectivamente, a menor € a maior média em numero
de esclerédios na primavera/verao de 2013/14 e o inverso, ou seja, maior e menor
média no outono/inverno de 2014 (Tabelas 6 e 7). Segundo Wegulo et al. (1998), as

razdes para as variagdes no ranking das cultivares entre diferentes métodos de
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avaliacdo no campo e ambientes controlados, em parte, sdo devidos as diferengas
nas reagdes de defesa entre as cultivares.

Em algumas cultivares pode ocorrer variagdes quanto as estratégias de
defesa, dependendo das condicdbes ambientais ou o método de avaliagdo da
resisténcia empregada e até mesmo a duragao do periodo de florescimento.

Na Tabela 8, em experimento da Etapa 2 conduzido na primavera/verdo de
2013/14, no desdobramento entre os isolados e as cultivares da quarta avaliagao,
detectou-se que os isolados n&o diferiram quanto a patogenicidade para a maioria
das cultivares.

Para a mesma época, para o desdobramento entre as temperaturas e
cultivares, em geral, independente da temperatura, em geral as -cultivares
apresentaram alta suscetibilidade a doenga (Tabela 9).

No outono/inverno de 2014, na interacdo dos isolados e temperaturas pode-
se verificar que em 22°C o isolado proveniente da cultura da soja apresentou maior

patogenicidade em relagédo ao isolado de tomateiro (Tabela 10).

Tabela 8. Desdobramento significativo de isolados vs cultivares na 4® avaliagdo de
nivel de infeccdo em experimento conduzido na Primavera/Verdao de

2013/2014.
(I) Isolados
Tratamentos F
Tomate Soja Testemunha
(C) Cultivares
M 8330 IPRO 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
AS 38 IPRO 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
NS 7300 IPRO 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
SYN 1157 RR 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
SYN 7059 RR 2,10 ABb 2,12 Aa 0,70 Ca 19385**
SYN 1163 RR 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
BMX Poténcia RR 2,07 Bb 2,12 Aa 0,70 Ca 19107**
BMX Pampa RR 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
TMG 1182 RR 2,12 Aa 2,12 Aa 0,70 Ba 19671**
... Emgopa316 212Aa . 212Aa 070Ba_ . 19671
F 5,86** 0,00 ns 0,00 ns

Médias do nivel de infecgao apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI." Médias de
4 repeticdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Nas interacbes significativas envolvendo as avaliagdes do numero de
esclerddios, em ambas as épocas, para a interagao dos isolados e temperaturas, os
isolados apresentaram maior desenvolvimento das estruturas de resisténcia em

temperatura ambiente (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 9. Desdobramento significativo de cultivares vs temperaturas na 4° avaliagao
de nivel de infeccdo em experimento conduzido na Primavera/Verdo de

2013/2014.
(T) Temperaturas
Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(C) Cultivares
M 8330 IPRO 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
AS 38 IPRO 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
NS 7300 IPRO 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
SYN 1157 RR 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
SYN 7059 RR 1,64 Aa 1,62 Ab 1,64 Aa 4,29*
SYN 1163 RR 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
BMX Poténcia RR 1,60 Bb 1,64 Aa 1,64 Aa 17,14**
BMX Pampa RR 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
TMG 1182 RR 1,64 Aa 1,64 Aa 1,64 Aa 0,00 ns
___Emgopa316 ___ 164Aa  1B4Aa 164Ma 000ns
F 5,14 ** 0,00 ns 1,29 ns

Médias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI." Médias de
4 repeticdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.”’ T1= Ambiente, T2= 22°C e T3= 28°C. ®)C1 = M 8330 IPRO, C2 = AS 38 IPRO, C3 = NS
7300 IPRO, C4 = SYN 1157 RR, C5 = SYN 7059 RR, C6 = SYN 1163 RR, C7 = BMX Poténcia RR, C8 = BMX Pampa RR, C9 =
TMG 1182 RR e C10 = Emgopa 316. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 10. Desdobramento das interagdes significativas de isolados vs temperaturas
na 4% avaliacdo de nivel de infecgdo em experimento conduzido no
Outono/Inverno de 2014.

(T) Temperaturas

Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
() Isolados
Tomate 2,12 Aa 2,06 Ab 2,12 Ba 14,96 **
Soja 2,12 Aa 2,12 Aa 2,12 Aa 0,00 ns
_______ Testemunha ______ _ 070Ab_ ____ 070Ac_______________070Ab _____________ 000ns
F 10366 ** 9988 ** 10366 **

Médias do nivel de infecgdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFIl."Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, nédo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Na época de outono/inverno, no desdobramento entre as temperaturas e
cultivares, as cultivares SYN 7059 RR, BMX Pampa RR e Emgopa 316 em folhas
destacadas apresentaram as maiores médias em numero de esclerddios (Tabela
13).

Tabela 11. Desdobramento significativo de isolados vs temperaturas na 4 avaliagdo
de numero de esclerédios em experimento conduzido na Primavera/Verao
de 2013/2014.

(T) Temperaturas

Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(I) Isolados
Tomate 0,88 Aa 0,70 Ba 0,70 Ba 10,64**
Soja 0,97 Aa 0,70 Ba 0,72 Ba 22,20**
_______ Testemunha ___________070Ab ___________ 070Aa . 070Aa . 000ns ________
F 18,17** 0,00 ns 0,05 ns

M Médias de 4 repetigdes seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna, nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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Tabela 12. Desdobramento significativo de isolados vs temperaturas na 4% avaliagao
de numero de esclerddios em experimento conduzido no Outono/Inverno

de 2014.
(T) Temperaturas
Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(I) Isolados
Tomate 1,19 Ab 0,77 Ba 0,72 Ba 29,52**
Soja 1,39 Aa 0,84 Ba 0,78 Ba 49,08**
_______ Testemunha ___ ___ ___ __070Ac . 070Aa . 070Aa . 000mns _______
F 55,01** 217 ns 0,86 ns

M- Médias de 4 repetigdes seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna, nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.“) 11= Isolado de plantas de tomate, 12= Isolado de plantas de soja e
I3=Testemunha. ® T1= Ambiente, T2= 22°C e T3= 28°C. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de
x+0,5.

Tabela 13. Desdobramento significativo de cultivares vs temperaturas na 4° avaliagao
de numero de esclerddios em experimento conduzido no Outono/Inverno

de 2014.
(T) Temperaturas
Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(C) Cultivares
M 8330 IPRO 1,12 Aab 0, 82 Ba 0,70 Ba 5,96**
AS 38 IPRO 0,99 Aabc 0,70 Aa 0,70 Aa 3,57
NS 7300 IPRO 1,12 Aab 0,70 Ba 0,94 ABa 5,78**
SYN 1157 RR 1,15 Aab 0,77 Ba 0,70 Ba 7,66**
SYN 7059 RR 1,36 Aa 0,77 Ba 0,84 Ba 13,60**
SYN 1163 RR 0,70 Ac 0,75 Aa 0,90 Aa 1,49 ns
BMX Poténcia RR 0,96 Abc 0,70 Aa 0,70 Aa 3,87 ns
BMX Pampa RR 1,20 Aab 0,70 Ba 0,70 Ba 10,72*
TMG 1182 RR 1,16 Aab 0,75Ba 0,70 Ba 8,27**
......Emgopa316 _________ ___’ 1.20Aab . 079Ba _____ __________( 070Ba ____________.__.910% .
F 4,16** 1,22ns 0,17ns

M'Médias de 4 repeticdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Nas Tabelas 14 e 15, estdo descritos os resultados referente a etapa 3 de
controle em folhas destacadas. No outono/inverno de 2014, nas duas primeiras
avaliacbes de nivel de infeccdo a cultivar NS 7300 IPRO apresentou maior
suscetibilidade ao mofo branco, ao contrario do SYN 1157 RR que apresentou
menor desenvolvimento da doenca (Tabela 14). Na terceira avaliagdo, nao foram
detectadas diferencas estatisticas significativas entre as cultivares, e ja na quarta
avaliacao a cultivar SYN 1157 RR apresentou maior média de nivel de infecgao,
sendo superior a NS 7300 IPRO, considerada como a mais suscetivel nos testes de
reacao de cultivares. Em numero de esclerddios, ainda nesta época, na primeira
avaliacao a cultivar SYN 1157 RR apresentou maior média quando comparada a
cultivar NS 7300 IPRO. Nas demais avaliacbes, as cultivares nao diferiram
significativamente em namero de esclerddios (Tabela 14).

Na primavera/verao de 2014/2015, em todas as avaliagdes, para o nivel de
infeccdo observou-se que a cultivar NS 7300 IPRO apresentou maior suscetibilidade

a S. sclerotiorum que SYN 1157 RR (Tabela 15). Ja em numero de esclerédios
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apenas na primeira avaliacdo SYN 1157 RR apresentou maior formacao de
esclerddios. Nas demais avaliagdes as cultivares ndo diferiram significativamente
(Tabela 15). Segundo Villela et al. (2014), a suscetibilidade as doencgas entre
cultivares de diferentes programas de melhoramento genético pode ser explicada
pelo uso de parentais restritos, estreitando a base genética e assim a variabilidade.
Em relagédo ao periodo de inoculagéo, nas duas épocas, o patégeno inoculado
apoés a pulverizacao dos produtos, elevou a média de AFl em relagdo a inoculagao
efetuada antes da pulverizagdo (Tabelas 14 e 15). Resultado que contradiz o de
Garcia (2008), em que aplicagdes preventivas foram mais eficientes que as
curativas. Nas avaliacbes do numero de esclerddios, a inoculacédo efetuada apéds a

pulverizagdo apresentou as maiores médias.

Tabela 14. Nivel de infeccdo e numero de esclerédios obtidos nos experimentos de
controle de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de duas
cultivares de soja. inoculadas pelo método de grdos de sorgo antes ou

depois da pulverizacao, em trés temperaturas, no outono/inverno de 2014.
Avaliagoes no Outono/lnverno de 2014

Tratamentos Nivel de infecgio " NUmero de Esclerédios ¥
1° 2° 3 4 1° 2 3 4
(C)Cultivares™
NS 7300 IPRO 3,52 a 3,68 a 3,72 a 3,78 b 0,27 b 0,68 a 0,83 a 0,91 a
SYN 1157 RR 3,23 b 3,56 b 3,76 a 3,88 a 0,43 a 0,90 a 1,00 a 1,15 a
dms (5%) 0,09 0,11 0,08 0,07 0,15 0,23 0,23 0,26
oo F©.___ 3526 _ 395*  064ns 775" 450*  358ns__ 215ns__ 324ns
(I)Inocula(;éo(z'r
Antes 332 b 3,61a 3,66 b 3,77 b 0,34 a 0,59 b 0,69b 0,83 b
Depois 343 a 3,64 a 3,82a 3,89 a 0,36 a 1,00 a 1,14 a 1,24 a
] F().___ ____A72*  034ns ___ 1356™ _ 996* __ 012ns 1258~ 14,55 923
(T)Temperaturas®
Ambiente 3,66 a 3,72 a 3,79 a 3,84 a 0,79 a 1,63 a 1,86 a 2,15 a
28°C 281 b 3,30 b 3,56 b 372 b 0,00c 0,00c 0,00c 0,03c
22°C 281 b 3,85a 3,88 a 3,93a 0,27 b 0,76 b 0,89 b 0,92b
e (T .. 13936 31,78 1956 __ 1037" _ 3496™ 6474 8281 8346
(P) Produtos ®
Nemix 3,66 b 3,81a 3,93 ab 3,97 a 0,79 a 1,68 a 2,00 a 2,08 a
Trichodermil 3,95 a 3,93 a 3,91 ab 3,93 a 0,22¢c 0,29 ¢ 0,37 ¢ 0,43 ¢
Cercobin 1,62 ¢ 2,39 b 293 ¢ 325 b 0,06 c 0,18¢c 0,18 ¢c 0,18 ¢c
Ecotrich 3,56 b 3,75a 3,77 b 3,85a 0,06 c 0,29c¢c 0,29c¢c 0,35¢
Metabolitos 3,68 b 3,87 a 3,91 ab 4,00 a 0,35 bc 1,02 b 1,00 b 1,25b
Testemunha 3,77 ab 4,00 a 4,00 a 4,00 a 0,62 ab 1,31 ab 1,66 a 1,91ab
e FP_ 219,09 7053 57,68 4083 973 1924 2817 2538 _
Teste F Cxl 0,02 ns 0,01 ns 1,25 ns 2,79 ns 0,03 ns 0,34 ns 0,00 ns 0,02 ns
Teste F CxT 17,13 ** 2,64 ns 9,71 * 18,10** 1,50 ns 1,40 ns 1,47 ns 1,41 ns
Teste F CxP 7,52 3,53 * 4,39 ** 3,20 ** 0,75 ns 2,38* 1,44 ns 1,61 ns
Teste F IXT 3,08* 1,08 ns 1,56 ns 4,58 * 0,87 ns 7,77 ** 7,98** 3,44 *
Teste F IxXP 2,25* 241" 0,82 ns 1,93 ns 0,20 ns 0,25 ns 0,69 ns 0,14 *
Teste F TxP 5,35 ** 4,61* 3,56 ** 3,71 * 3,89 ** 6,37 ** 9,57 ** 7,78 *
CV (%) 12,04 13,88 9,82 8,27 188,24 124,78 109,12 110,20

Médias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFI); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFIl. Médias de 4
repeticdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em geral, as temperaturas, ambiente e de 22°C propiciaram maior

desenvolvimento do patégeno, com excecdo da primeira avaliagdo do nivel de
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infeccdo no experimento de outono/inverno de 2014, em que a temperatura
ambiente foi favoravel para o desenvolvimento dos sintomas foliares (Tabelas 14 e
15). Em numero de esclerédios, a temperatura ambiente, propiciou ao patégeno
maior formagéo das estruturas de resisténcia. De acordo com Adams e Ayers (1979)
temperatura de 35 °C durante trés semanas pode reduzir a viabilidade dos
esclerddios de S. sclerotiorum.

No outono/inverno de 2014 a maior eficacia de controle do patégeno foi
verificada para o produto quimico tiofanato metilico (Cercobin) que em todas as
avaliagdes de area foliar infectada apresentou melhor controle no desenvolvimento
dos sintomas. Os demais produtos, na segunda e quarta avaliagdes nao diferiram

estatisticamente do controle testemunha (Tabela 14).

Tabela 15. Nivel de infeccdo e numero de esclerddios obtidos nos experimentos de
controle de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de duas
cultivares de soja. inoculadas pelo método de graos de sorgo antes ou
depois da pulverizagdo, em trés temperaturas, na primavera/verdo de

2014/15.
Avaliacoes na Primavera/Verao de 2014/2015
Tratamentos Nivel de infecgio " NUmero de Esclerédios ¥
1a 2a 3a 4a 1a 23 3a 43
(C)Cultivares®™
NS 7300 IPRO 3,37 a 393a 3,99 a 4,00 a 0,03 b 0,73 a 0,95 a 1,06 a
SYN 1157 RR 2,85b 3,50 b 3,65b 3,73b 0,11 a 0,76 a 0,95 a 0,86 a
] FC) . . 83,12 13104 77,45 52,82" 392 _ 006ns____000ns _ 267ns _
(I)Inoculagéom
Antes 3,20 a 3,68 a 3,81a 3,84 a 0,14 a 0,73 a 0,93 a 0,93 a
Depois 3,02b 3,75a 382a 3,88a 0,00 b 0,76 a 0,97 a 0,98 a
] FaL_ o ...923% . 340ns____ 003ns ___131ns . 1090 ____006ns 0,15ns_____| 015ns
(T)Temperaturas®™
Ambiente 3,58 a 3,94 a 3,96 a 3,98 a 0,08ab 1,48 a 1,95 a 2,01a
28°C 2,09b 3,32b 3,52b 3,63b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 c
22°C 3,66 a 3,89a 3,97 a 3,97 a 0,14 a 0,76 b 0,90 b 0,87 b
] FT) 3 320,05™ _11335™ 61,06 41,08 403 6481 8377  89,37*
(P) Produtos 19
Nemix 3,31a 3,95a 3,97 a 4,00 a 0,02 a 0,91 bc 1,37 ab 1,43 a
Trichodermil 329 a 3,77b 393a 4,00 a 0,02 a 0,54 bc 0,60 c 0,56 b
Cercobin 1,83 b 3,29d 3,56 b 3,60 b 0,00 a 0,00d 0,00 c 0,00 b
Ecotrich 3,33a 3,568 ¢ 3,60 b 3,70 b 0,10 a 0,43 cd 0,52 ¢ 0,41b
Metabélitos 3,39a 3,72 bc 3,85a 3,89 a 0,10 a 1,02b 1,25b 1,39 a
Testemunha 3,52 a 4,00 a 4,00 a 4,00 a 0,20 a 1,58 a 1,97 a 1,95 a
] FP) . 81,88 3204 1654 14,98 233 7517 22117 2453
Teste F Cxl 10,77 ** 0,54 ns 0,29 ns 1,31 ns 534" 0,60ns 0,15 ns 1,14 ns
Teste F CxT 71,06 ** 140,55** 55,58** 41,08** 3,92+ 1,55ns 5,68** 1,72 ns
Teste F CxP 1,94 ns 15,27 ** 17,83** 14,98** 0,91ns 0,97ns 0,60 ns 0,77 ns
Teste F IXT 2,67 ns 4,32* 0,41 ns 0,10 ns 3,05~ 0,13ns 0,09 ns 0,15 ns
Teste F IxP 1,39 ns 5,61 ** 0,80 ns 0,52 ns 2,79* 1,35ns 2,22 ns 3,20 **
Teste F TxP 4,86 ** 11,89 ** 11,12 10,74** 1,22ns 7,16** 8,31** 10,23**
CV (%) 15,56 8,57 8,58 7,96 467,10 120,87 109,87 108, 62

M Medias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 =12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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Costa e Costa (2004) concluiram, em condigdes controladas, que o fungicida
tiofanato metilico reduziu, apdés 15 dias de incubagdo, 75% da germinagéo
miceliogénica e ndo apresentou eficiéncia na inibicdo da formagao de apotécios. Em
relagdo ao o controle biolégico, segundo Menendez e Godeas, (1998) a aplicagao de
T. harzianum reduziu em 62,5% o numero de esclerddios viaveis. Na primavera/verao
de 2014/2015 nas duas primeiras avaliagbes de area foliar infectada, o tiofanato
metilico apresentou melhor controle da doenca.

Ja nas duas Ultimas avaliagcbes, o0 uso dos produtos tiofanato metilico e
Ecotrich resultou em menores médias de infec¢des foliares, resultando, portanto em
melhor eficiéncia no controle da doenga (Tabela 15).

A eficiéncia desses produtos, principalmente dos quimicos depende de varios
fatores, como a densidade de inéculo no solo, do estagio da epidemia, do grau de
cobertura das plantas pelo fungicida, do numero de pulverizagdes, da sua
fungitoxidade, dose, época, volume e equipamento de aplicagdo, espagamento de
plantas, incidéncia e severidade da doenca (VIEIRA, 1994).

Nas Tabelas 14 e 15, pode-se observar nas duas épocas que em numero de
esclerodios os produtos Trichodermil, tiofanato metilico e Ecotrich reduziram a
formacao das estruturas de resisténcia em todas as avaliagdes. Alguns fungos do
género Trichoderma sado capazes de colonizar e destruir esclerédios (KIM;
KNUDSEN, 2008). De acordo com Pomella e Ribeiro (2009), o controle biolégico
com Trichoderma pode reduzir o numero de aplicagdes de fungicidas. Tratamentos
quimicos de sementes podem ser substituidos por tratamentos biologicos, trazendo
economia e beneficios sociais e ambientais.

Para a etapa 3 em que foi conduzido no outono/inverno de 2014 o teste de
controle ao patogeno , para o desdobramento significativo entre as cultivares e as
temperaturas, no geral pode-se observar que houve suscetibilidade dos cultivares
aos sintomas foliares independente da temperatura testada, resultado discordante
com o relato de Abawi e Grogan, 1975 que observaram maior crescimento micelial
em faixa de temperatura entre 15°-25°C (Tabela 16). Para a mesma época, na
interagao significativa entre cultivares e produtos, principalmente para cultivar NS
7300 IPRO, o tiofanato metilico apresentou melhor controle da doenca em relagao

aos demais produtos (Tabela 17).
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Tabela 16. Desdobramento significativo de cultivares vs temperaturas na 4° avaliagao
de nivel de infeccdo em experimento conduzido no Outono/lnverno de

2014.
(T) Temperaturas
Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(C) Cultivares
NS 7300 IPRO 3,89 aA 3,52 bB 3,93 aA 25,10 **
_______ SYNMISTRR . 379aA .. 393eA . 393aA 3387 ________
F 2,59 ** 41,48 ** 0,00 ns

M 'Médias do nivel de infecgao apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 17. Desdobramento significativo de Cultivares vs Produtos na 4% avaliagio de
nivel de infecgado em experimento conduzido no Outono/Inverno de 2014.
(P) Produtos

Tratamentos F
P1 P2 P3 P4 P5 P6
(C) Cultivares
NS 7300 IPRO 4,00 aA 3,91 aAB 3,08 bC 3,70 bB 4,00 aA 4,00 aA 31,19 **
... SYNMI5TRR _______ 395aA_ . 395aA ____341aB _______ 4,00aA ¢ 400aA - 400aA _ _____ 12,867
F 0,21 ** 0,21 ** 13,24 ** 10,14 ** 0,00 ns 0,00 ns

M Médias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de érea foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, nédo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em relagcédo a interagdo significativa entre os periodos de inoculagao e as
temperaturas, em geral a inoculagdo das folhas destacadas apds a pulverizagao
propiciou maior infeccdo em temperatura ambiente e 28°C (Tabela 18). Garcia,
Juliatti e Barbosa. (2013) verificaram em ensaio de campo, com aplicagao preventiva
e curativa para controle do mofo branco na soja, que os fungicidas protioconazol,
iprodione, ciproconazol + propiconazol, fluazinam, vinclozolin e epoxiconazole +
piraclostrobina aplicados no estadio V3 se destacaram no controle de S.
sclerotiorum quando aplicados preventivamente. Ja para o controle curativo o

fungicida iprodione foi melhor, seguido do vinclozolin.

Tabela 18. Desdobramento das interagdes significativas de periodos de inoculagao vs
temperaturas na 4% avaliagdo de nivel de infecgdo em experimento
conduzido no Outono/Inverno de 2014.

(T) Temperaturas

Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(I) Inoculagao
Antes 3,75 bB 3,62 bB 3,95 aA 13,52 **
__________ Depois . _...398aA . 38aA _ ________391aA 1457 .
F 8,38 ** 10,34 ** 0,41**

M Medias do nivel de infecgcdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 =12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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Na Tabela 19, para a interagdo significativa entre as temperaturas e os
produtos, independente da temperatura, o tiofanato metilico apresentou maior
eficacia no controle da doencga.

Na primavera/verdo de 2014/15, na quarta avaliacdo, na interagdo entre
cultivares e temperaturas, a cultivar SYN 1157 RR apresentou as menores medias
de nivel de infec¢do independente da temperatura, principalmente em 28°C (Tabela
20).

Tabela 19. Desdobramento significativo de temperaturas vs produtos, na 4° avaliagéo
de nivel de infeccdo em experimento conduzido no Outono/Inverno de

2014.
(P) Produtos
Tratamentos F
Nemix Trichodermil  Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
(T) Temperaturas
Ambiente 4,00 aA 4,00 aA 3,06 bB 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 23,28 **
28°C 3,93 aA 3,81 aAB 3,06 bC 3,56 bB 4,00 aA 4,00 aA 21,27 **
eLll22C L 400aA . 400aA 362aB ___400aA 400aA 400aA . 3,727 .
F 0,21 * 1,86 ** 16,76 ** 10,14 ** 0,00 ns 0,00 ns

M 'Médias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 20. Desdobramento significativo de cultivares vs temperaturas na 4° avaliagao
de nivel de infeccdo em experimento conduzido na Primavera/Verao de

2014/2015.
(T) Temperaturas
Tratamentos F
Ambiente 22°C 28°C
(C) Cultivares
NS 7300 IPRO 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 0,00 ns
_______ SYNAIS7TRR . 397aA . 327bB___ ______ 395aA 9528 .
F 0,12 ** 155,52 ** 0,48 **

M Medias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 =0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 =12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em relacdo a interacado significativa entre cultivares e produtos, pode-se
observar que o tiofanato metilico, o Ecotrich e os metabdlitos foram mais eficazes no
controle dos sintomas foliares em relagéo a cultivar SYN 1157 RR (Tabela 21).

Para a mesma época, na interacao significativa entre as temperaturas e os

produtos, o controle quimico, mais uma vez apresentou maior redugao dos sintomas
foliares (Tabela 22).



49

Tabela 21. Desdobramento significativo de cultivares vs produtos na 4° avaliagdo de
nivel de infecgdo em experimento conduzido na Primavera/Verdo de

2014/2015.
(P) Produtos
Tratamentos F
Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
(C) Cultivares
NS 7300 IPRO 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 0,00 ns
_...SYN1I5TRR __ _  _400aA ______ 400aA ______: 320bB . ___ 341bB_ . 3,79bA ¢ 400aA . 34,327
F 0,00 ns 0,00 ns 86,64 ** 54,00 ** 6,00 ** 0,00 ns

M 'Médias do nivel de infecgao apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 =25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 22. Desdobramento significativo de temperaturas vs produtos, na 4° avaliagéo
de nivel de infeccdo em experimento conduzido na Primavera/Verdao de

2014/2015.
(P) Produtos
Tratamentos F
Nemix Trichodermil  Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
(T) Temperaturas
Ambiente 4,00 aA 4,00 aA 3,93 aA 4,00 aA 4,00 aA 4,00 aA 0,12 *
28°C 4,00 aA 4,00 aA 3,00 bB 3,12 bB 3,68 bA 4,00 aA 41,76 **
eeL___J22C_ 400aA_ _______ 4,00aA . 387aA . 4,00aA 4,00aA 400aA . 048 __
F 0,00 ns 0,00 ns 50,64 ** 54,00 ** 6,00 ** 0,00 ns

M 'Médias do nivel de infeccdo apresentadas em escala original de notas de 0 a 4 proposta por Garcia (2008), onde 0 = auséncia de
sintomas; 1 = 0 a 11 % de area foliar infectada (AFl); 2 = 12 a 24 % de AFI; 3 = 25 a 50 % de AFl e 4 = > 50% de AFI. Médias de 4
repeticdes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, nédo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

O tiofanato metilico foi mais eficaz na temperatura de 28°C, em que o
desenvolvimento dos sintomas também foi mais baixo. Na temperatura ambiente e
de 22°C, independente do produto o controle foi menor. Além do tiofanato metilico, o
Ecotrich e os metabdlitos também reduziram o nivel de infec¢gao da doenca.

No outono/inverno de 2014, nas interagbes significativas envolvendo as
avaliagdes de numero de esclerddios na ultima avaliagdo, para o desdobramento
entre periodos de inoculagdo e temperaturas, a inoculagdo efetuada apods a
pulverizacdo em temperatura ambiente proporcionou maior desenvolvimento de

esclerddios (Tabela 23).

Tabela 23. Desdobramento significativo de periodos de inoculagao vs temperaturas na
42 avaliagdo de numero de esclerdédios em experimento conduzido no
Outono/Inverno de 2014.

(T) Temperaturas

Tratamentos F
Ambiente 28°C 22°C
Inoculagéao
Antes 1,70 bA 0,00 aC 0,79 aB 26,80 **
Depois 2,60 aA 0,06 aC 1,06 aB 60,12 **
_________ dms(5%) _______ ... 045 ... 045 ... 045 . 055 .
F 14,71 ** 0,07 ** 1,34 **

Médias de 4 repeticbes seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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Em ambas as épocas para as interagdo dos periodos de inoculacdo vs
produtos e temperaturas vs produtos, o tiofanato metilico independente do periodo
de inoculagdo e temperatura, apresentou maior controle na germinagdo dos
esclerédios (Tabelas 24, 25, 26 e 27).

Tabela 24. Desdobramento significativo de periodos de inoculagédo vs produtos na 42
avaliacdo de numero de esclerédios em experimento conduzido no
Outono/Inverno de 2014.

(P) Produtos

Tratamentos F
Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
Inoculagao
Antes 1,83 aA 0,29 aBC 0,00 aC 0,12 aC 1,12 aAB 1,62 aA 11,74*
oeee.____Depois . 233aA . 0,53aCDh______ 037aD 0,58aCD______ 137aBC . 220aAB 13,797
F 2,29 ** 0,78 ** 1,29 ** 1,93 ** 0,57 ** 3,12 *

Médias de 4 repetigdes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 25. Desdobramento significativo de produtos vs temperaturas na 4® avaliagéo
de numero de esclerddios em experimento conduzido no Outono/Inverno

de 2014.
(P) Produtos
Tratamentos F
Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
Temperaturas
Ambiente 4,06 aA 1,06 aBC 0,56 aC 1,00 aC 2,18 aB 4,06 aA 30,17**
28°C 0,00 cA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 bA 0,00 bA 0,18 cA 0,07 **
R 218bA__ . 025abB . 0,00aB______ 006abB______ . 156aA . 150bA 10,72
F 50,53 ** 3,77 * 1,29 ** 3,84 ** 15,52 ** 47,47 **

Médias de 4 repetigbes seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 26. Desdobramento significativo de periodos de inoculagédo vs produtos na 42
avaliacdo de numero de esclerédios em experimento conduzido na
Primavera/Verao de 2014/2015.

(P) Produtos

Tratamentos
Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
Inoculagao
Antes 1,70 aAB 0,70 aCD 0,00 ab 0,37 aCD 0,87 bBC 1,95 aA 12,70 **
N Depois . 116aAB ______041aBC_______ 0,00aC _____ 045aBC______191aA 1,95aA . 15,047
F 3,23 * 0,94 ** 0,00 ns 0,08 ** 11,93 ** 0,00 ns

Médias de 4 repeticbes seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 27. Desdobramento significativo de temperaturas vs produtos na 4% avaliagéo
de numero de esclerédios em experimento conduzido na Primavera/Verao
de 2014/2015.

(P) Produtos

Tratamentos F
Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
Temperaturas
Ambiente 3,50 aA 1,68 aB 0,00 aC 0,93 aBC 2,93 aA 3,00 aA 27,43**
28°C 0,00 bA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 ns
e 22°C 081bBC ____.0,00bC__  0,00aC ___ | 0,31abBC _____ 1,258 . 287aA 17,57
F 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 1,06

Médias de 4 repeticbes seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, n&do diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos o presente trabalho permite concluir que:

O melhor método de inoculagdo para a reproducdo dos sintomas em folhas
destacadas foi o de graos de sorgo colonizados com o patdgeno.

Nenhuma cultivar apresentou imunidade a S. sclerotiorum, porém a SYN 1157
RR e Emgopa 316 sdo as que mais retardaram os sintomas foliares da doenga, ao
contrario da NS 7300 IPRO que apresentou a maior suscetibilidade dentre as
cultivares testadas.

No Outono/Inverno de 2014, o controle preventivo da doenga reduziu os niveis
de infeccao da doenca e a formacao de esclerddios.

O tiofanato metilico, dentre os produtos testados € o que melhor controlou a

evolucao dos sintomas foliares e a formagao de esclerddios.
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CAPITULO 3 - METODOLOGIAS DE INOCULAGAO DE Sclerotinia
sclerotiorum EM ESTUDOS DE CONTROLE DO MOFO
BRANCO EM PLANTULAS DE SOJA

RESUMO - Estima-se que a perda de producdo anual provocada por doengas em
soja gire em torno de 15 a 20%, porém dependendo da doenga os danos podem ser
préximos a 100%, como € caso do mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum. Este patégeno é de ampla ocorréncia no mundo, afetando pelo menos
408 espécies de plantas hospedeiras. Na cultura da soja, a auséncia de cultivares
resistentes ao patdogeno tem sido causa de grandes prejuizos de produgao, porém,
diversas pesquisas relatam diferengas na reagdo a S. sclerotiorum entre cultivares
de soja. A determinagao de métodos de inoculacéo eficientes € imprescindivel para
a identificacdo de fontes de resisténcia e tratamentos de controle. Frente a isso o
presente trabalho objetivou avaliar metodologias de inoculacao artificial, reagdo de
cultivares, bem como, a efetividade de produtos quimicos e biolégicos no controle da
doenca em plantulas de soja cultivadas em bandejas. As avaliagdes dos sintomas
foram realizadas através da porcentagem de plantulas mortas. O isolado proveniente
da cultura da soja e o método dos graos de sorgo colonizados e depositados em
sulco de semeadura apresentaram as maiores médias de porcentagem de plantulas
mortas. Nao foram verificadas diferencas na reacdo de resisténcia entre as
cultivares estudadas nessa condicdo. Os produtos a base de metabdlitos de
Trichoderma e o tiofanato metilico apresentaram os melhores resultados na redugao

da porcentagem da mortalidade de plantulas.

Palavras-chaves: Glycine max, metabdlitos de Trichoderma harzianum,

Trichoderma harzianum, cultivares, controle bioldgico

1. INTRODUGAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] apresentou na safra brasileira de 2014/15
area cultivada superior a 30 milhdes de hectares e producdo de 95 milhdes de

toneladas de grdaos (CONAB, 2015). O aumento de doengas na cultura acarreta
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perdas significativas de producdo, constituindo-se a monocultura, em areas
extensivas, um dos fatores contribuintes (EMBRAPA, 2014).

No Brasil, 40 doengas relacionadas a cultura da soja ja foram identificadas,
causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus. As perdas de produgio
estimadas anualmente ficam em torno de 15 a 20%, porém perdas superiores a 50%
ja foram relatadas em doengas com ataques severos (CASSETARI NETO;
MACHADO; SILVA, 2010). O mofo branco da soja, causado pelo patdégeno
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, em periodos extremamente umidos pode
apresentar a produgéo de lavouras de soja, danos proximo a 100%.

O patdégeno S. sclerotiorum € um fungo de ampla ocorréncia em todo o
mundo (BOLTON; THOMMA; NELSON; 2006, BOLAND; HALL, 1994), sendo que
em soja, a primeira epidemia grave de mofo branco foi relatada na década de 70, em
cultivos de soja no Parana (HENNING, 2004; YAMASHITA et al., 1978).

Os sintomas de mofo branco na cultura da soja iniciam-se a partir de lesées
aquosas em que desenvolvem as hifas, formando abundante micélio. Os tecidos
infectados apodrecem em consequéncia da acido das diversas toxinas produzidas
por S. sclerotiorum. Nessa fase, pode ser observado o apodrecimento de hastes
laterais, vagens e folhas, ou mesmo a haste principal com morte de toda planta
(GRAU; RADKE, 1984).

Ndo ha registro de cultivares de soja com resisténcia genética a S.
sclerotiorum, e o controle quimico do mofo branco se torna inviavel em razdo dos
custos, da toxidade ao meio ambiente e das dificuldades de se obter uma cobertura
total da planta durante a pulverizagdo. Frente a isso, no atual cenario de
sustentabilidade ambiental, o controle biolégico pode ser uma alternativa segura no
controle da doenca.

Segundo Garcia e Juliatti (2012), apesar da variabilidade genética da soja
para resisténcia a S. sclerotiorum ja ter sido relatada na literatura, pouco se sabe
sobre a variabilidade no germoplasma brasileiro. Também ha pouca informagao
sobre métodos de inoculagdo adequados para selegcdo de gendtipos de soja
resistentes a doenca.

Diante da importancia da cultura e da doenga, objetivou-se inicialmente em
plantulas cultivadas em bandejas avaliar algumas metodologias de inoculagdo do
patdgeno e posteriormente testa-las em experimentos de reagao de cultivares e

efetividade de produtos quimicos e biolégicos.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante o outono/inverno de 2013 e 2014
e, primavera/verao de 2013/14 e 2014/15 em laboratério pertencente ao
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal/SP, UNESP. Foram instalados experimentos
em bandejas, desenvolvidos em trés etapas, sendo: etapa 1 = metodologias de
inoculacao artificial de S. sclerotiorum, etapa 2 = reagcao de cultivares a inoculagao
artificial de S. sclerotiorum e etapa 3 = controle de S. sclerotiorum. Ressalta-se que

cada etapa envolveu dois experimentos referentes as épocas.

21. Etapa 1. Metodologias de inoculagao artificial de Sclerotinia

sclerotiorum

Para o cultivo de S. sclerotiorum foram utilizadas placas de Petri contendo o meio
de cultura BDA (batata, dextrose e agar). Dois isolados de S. sclerotiorum foram
testados, sendo o primeiro isolado de plantas infectadas de tomateiro e o segundo
de soja. Os mesmos foram mantidos por meio de sucessivas repicagens e também
pela germinagdo de esclerddios em placas de Petri em BDA. As placas de Petri
foram incubadas em camara de germinagdo com temperatura ajustada para 22 £3°C
e fotoperiodo de 12 horas para germinagdo miceliogénica até a formacgédo de
esclerodios.

A cultivar de soja AS38 IPRO foi utilizada para compor esta etapa devido a
melhor qualidade fisiolégica da semente e maior porcentagem de plantulas normais
obtida nos testes de germinacéo e de emergéncia de plantulas em areia em relagéao
as demais cultivares testadas.

Em laboratdrio, os experimentos foram instalados em bandejas de isopor que
continham 128 células de 80 cm® preenchidas com substrato esterilizado (para
hortalicas), em volume suficiente para completar as células. A inoculagdo dos
isolados foi através de trés métodos de inoculagcao propostos e descritos a seguir: 1)
método dos graos de sorgo colonizados com o patdgeno em sulco de semeadura,
(BALARDIN; RUBIN; 1999). Na inoculacdo foram depositados dez graos de sorgo
em sulco de semeadura cobrindo-os em seguida com fina camada de substrato; 2)

método dos graos de sorgo colonizados com o patdégeno em plantulas normais: dois
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graos de sorgo colonizados com o patdégeno foram depositados no colo da planta
sem ferimento e; 3) método dos grdos de sorgo colonizados com o patégeno em
plantulas com ferimento: dois grédos de sorgo colonizados com o patogeno foram
depositados no colo da planta com ferimento. As plantulas com ou sem ferimentos
foram inoculadas no estadio fenologio V1 (FEHR; CAVINESS; 1977). Ressalta-se
que os ferimentos foram efetuados artificialmente no colo das pléntulas com estilete
esterelizado. Para efeito da testemunha utilizou-se graos de sorgo nao colonizados
com o patégeno. Os experimentos foram irrigados diariamente, mantendo-os
umidos. Devido a alta agressividade da doenga nos experimentos causando
precocemente a morte das plantulas, foi efetuada apenas uma avaliacdo de
incidéncia do mofo branco no sétimo dia apds a inoculagdo, através da porcentagem

de plantulas mortas.

2.2. Etapa 2. Reacao de cultivares de soja a inoculagao artificial de

Sclerotinia sclerotiorum

De posse dos melhores resultados quanto ao isolado, bem como da
metodologia de inoculagao mais eficaz para a reprodugédo dos sintomas da doenga,
foi conduzida a Etapa 2 que consistiu na reagdo de cultivares de soja a inoculagao
artificial de S. sclerotiorum em bandejas. Para isso, foram utilizadas dez cultivares
comerciais de soja: M 8330 IPRO, AS 38 IPRO, NS 7300 IPRO, SYN 1157 RR,
SYN7059 RR, SYN 1163 RR, BMX Poténcia RR, BMX Pampa RR, TMG 1182 RR e
Emgopa 316. A metodologia utilizada para os experimentos foi semelhante a ja

descrita na Etapa 1.

2.3. Etapa 3. Controle de Sclerotinia sclerotiorum

Com base nos resultados obtidos na etapa anterior referente ao estudo de
reacdo de cultivares, foram selecionadas duas cultivares pelo padrao de
suscetibilidade quanto aos sintomas da doenca.

Para o controle a inoculagéo do patdégeno além da testemunha absoluta que
constou apenas de agua destilada e esterilizada foram utilizados cinco produtos: o
Trichodermil, a base de Trichoderma harzianum, cedido pela empresa Koppert; o

Ecotrich, a base de T. harzianum, cedido pela empresa Ballagro; Produto em fase de
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teste a base de metabdlitos de T. harzianum; o Nemix, a base de Bacillus subtilis,
cedido pela empresa FMC agricola e o Cercobin (tiofanato metilico), fungicida do
grupo dos Benzimidazois, cedido pela empresa lhara. Todos os produtos foram
utilizados nas concentragcdes recomendadas pelos fabricantes. A metodologia dos
experimentos de controle a inoculagéo artificial de S. sclerotiorum foi a mesma ja
descrita para as Etapas 1 e 2, porém através de trés métodos de inoculagao
propostos a seguir: Método dos grdos de sorgo colonizados com o patégeno +
Tratamento de semente: dez grédos de sorgo colonizados com o patégeno foram
depositados em sulco de semeadura cobrindo-os em seguida com fina camada de
substrato para assim ser efetuada a semeadura da semente de soja tratada; Método
dos gréos de sorgo colonizados com o patdégeno + Tratamento de substrato: dez
graos de sorgo colonizados com o patégeno foram depositados em sulco de
semeadura de substrato tratado, para posteriormente efetuar a semeadura e
Transplante de plantulas + Tratamento de substrato e Método dos gréos de sorgo
colonizados com o patdgeno: foi efetuada a semeadura da soja em bandeja para
posteriormente em estadio fenolégico V1 (FEHR; CAVINESS; 1977) serem
transplantadas para bandejas com substrato tratado e inoculado com graos de sorgo
colonizados com S. sclerotiorum. O substrato foi tratado através de pulverizagdes
independente da formulacao dos produtos, para maior uniformidade da mistura.

Nas trés etapas, os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticbes para a etapa 1 e quatro repeticdes
para as etapas 2 e 3. A parcela experimental constou de oito células da bandeja com
uma plantula em cada célula. Os dados referentes as porcentagens de plantulas
mortas foram transformados em raiz de x +0,5 e submetidos a analise de variancia
pelo teste F, em seguida as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade seguindo-se o esquema fatorial através do software AgroEstat
(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo discriminados os resultados referentes a etapa 1. Em
ambas as épocas o isolado proveniente da cultura da soja e 0 método dos graos de

sorgo colonizados e depositados em sulco de semeadura apresentaram a maiores
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médias de porcentagem de plantulas mortas. Os grdos de sorgo colonizados com o
patdogeno em sulco de semeadura na maioria das vezes ocasionaram primeiramente
a infeccdo das sementes, apodrecendo-as e resultando em plantulas néao
germinadas. De acordo com Paula Junior et al. (2010), as sementes infectadas com
o patdgeno podem apodrecer e ndo germinar, ocorrendo posteriormente a formagao
de esclerodios. Porém aquelas sementes que germinam podem resultar em plantas
doentes ou entdo morrerem logo em seguida, caracterizando o sintoma de
tombamento.

Em relagcdo aos métodos de inoculagédo em que foram depositados dois gréos
de sorgo no colo de plantulas com e sem ferimento ndo houve diferengas
estatisticas significativas na incidéncia de plantulas mortas. Sagata (2010), verificou
que a inoculacdo em plantulas com ferimentos, obteve-se 54,4% de lesdao maior ao
método sem ferimento. Segundo 0 mesmo autor, a penetracdo da S. sclerotiorum
em uma planta sem ferimento é dificultada devido a cuticula, retardando o inicio do

processo de colonizagao da planta.

Tabela 1. Porcentagem de plantulas mortas de cultivar de soja AS 38 IPRO cultivada
em bandejas e inoculada por diferentes métodos e isolados de Sclerotinia
sclerotiorum nos experimentos realizados no outono/inverno de 2013 e
primavera/verao 2013/14.

Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos Outonol/lnverno de 2013 Primavera/Verao de 2013/14
Isolados (1)

Tomate 30,59 b 53,13 b
Soja 55,69 a 69,58 a

Testemunha 0,00c 0,00c
F 110,38** 183,10**

Métodos de Inoculagao (M)

Graos de sorgo/sulco 38,27 a 57,23 a

Graos de sorgo/plantas com ferimentos 24,04 b 35,61b

e-.._____Graos de sorgo/plantas normais________________________ 2397b o .....2986b .

F 9,62** 28,84*

Teste F IxM 2,49NS 7,94**

CV (%) 35,74 25,44

MMédias (5 repeticdes) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Na Tabela 2, estdo discriminados os resultados do desdobramento dos
isolados e métodos de inoculagao de experimento conduzido na primavera/verao de
2013/14. Pode-se observar que indiferente do isolado, 0 método em que os graos
de sorgo colonizados foram depositados em sulco de semeadura apresentou maior
mortalidade de plantulas, contrariando Pratt e Rowe (1991), que verificou a maior
eficiéncia de infeccdo em métodos que utilizaram ferimentos por picadas nos sitios

de inoculagéo.
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Tabela 2. Desdobramento significativo dos isolados vs métodos de inoculagdo em
porcentagem de plantulas mortas do experimento conduzido na

primavera/verao de 2013/14
Métodos de Inoculagcao

Tratamentos = Graos de sorgo/plantas Graos de sorgo/plantas F
Graos de sorgo/sulco . .
com ferimentos normais
Isolados
Tomate 81,71 Aa 32,69 Bb 45,00 Bb 30,02**
Soja 90,00 Aa 56,89 Ba 61,85 Ba 14,71**
______ Testemunha ____ _____000Ab _________________ _000Ac __________________000Ac - ______

F 114,18** 37,62** 47,19**

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.(z)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Na Tabela 3, referente aos resultados dos experimentos conduzidos na etapa
2, em que estudou-se a reacao de cultivares em plantulas cultivadas em laboratério
em bandeja, notou-se que em ambas as épocas o isolado de soja e o método dos
graos de sorgo colonizados e depositados em sulco de semeadura apresentaram as
maiores médias de porcentagem de plantulas mortas. Em relagéo as cultivares, nao
houve diferencas na reacdo de resisténcia (Tabela 3). Porém, para o
prosseguimento da pesquisa, mesmo nao havendo diferengas estatisticas
significativas entre as reagdes das cultivares ao patdégeno, foram selecionadas para
a etapa posterior (etapa 3) as cultivares TMG 1182 RR e Emgopa 316, detentoras
das maiores médias de porcentagem de plantulas mortas nas duas épocas
estudadas. Pode-se verificar também que as maiores médias de porcentagem de
plantulas mortas ocorreram na época de primavera/verao de 2013/2014 em que as
temperaturas foram mais elevadas, com média diagnosticada durante este periodo
de 25° C, de acordo com os dados agrometeorolégicos pertencentes ao Ciiagro
(2015), discordando dos resultados obtidos por Vuong et al. (2004), que observaram
maior desenvolvimento da doenga em temperaturas mais amenas.

Pode-se observar diferengcas estatisticas apenas para a interagdo dos
isolados e métodos de inoculagdo em experimento conduzido no outono/inverno de
2014 (Tabela 3). Varios métodos de inoculagcdo em condigdes ambientes
controladas tém sido avaliados. Chaves et al. (1996) avaliaram a inoculagao de S.
sclerotiorum em diferentes densidades e locais de inoculagao (junto a semente, junto
ao colo de plantas jovens e no solo), por meio do uso de micélio seco e esclerédios
em plantas de soja. Os resultados revelaram que micélio seco, quando depositado
na superficie do solo, junto ao colo de plantas jovens, foi o mais eficiente para

selecdo de gendtipos de soja.
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Tabela 3. Porcentagem de plantulas mortas obtida nos experimentos conduzidos em
condi¢des laboratoriais em bandejas para avaliagdo da reacdo de cultivares
a inoculacdo em diferentes métodos e isolados de Sclerotinia sclerotiorum,

na primavera/verao de 2013/14 e outono/inverno de 2014.
Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos

Primavera/Verao de 2013/14 Outono/lnverno de 2014
Isolados (1)
Soja 81,48 a 68,17 a
Testemunha 11,63 b 518 b
F 1258,32** 1550,42**
Métodos de Inoculagéo (M)
Graos de sorgo/sulco 54,24 a 50,18 a
Graos de sorgo/plantas normais 38,87 b 23,17 b
F 60,86** 285,07**
Cultivares (C)
M 8330 IPRO 48,07 a 34,31 a
AS 38 IPRO 48,16 a 37,01 a
NS 7300 IPRO 41,83 a 34,10 a
SYN 1157 RR 46,29 a 35,49 a
SYN 7059 RR 47,13 a 34,19 a
SYN 1163 RR 46,74 a 34,50 a
BMX Poténcia RR 41,12 a 37,63 a
BMX Pampa RR 45,74 a 38,66 a
TMG 1182 RR 49,23 a 43,38 a
_______________ Emgopa316 _  _____________________...S512a . _...8%0a .
F 1,00NS 1,30NS
Teste F IxM 0,54NS 108,15**
Teste F IXC 1,62NS 0,32NS
Teste F MxC 1,24NS 0,32NS
Teste F IXMxC 0,99NS 1,30NS
CV (%) 26,750 27,582

MMédias (4 repeticdes) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Na interacao dos isolados e método de inoculagao no outono/inverno de 2014
verificou-se que a deposi¢ao dos graos de sorgo colonizados com o isolado de soja
em sulco de semeadura apresentou maior eficacia para a incidéncia do mofo branco,
resultando na maior porcentagem de plantulas mortas (Tabela 4). Recentes estudos
apontam o sucesso na identificacdo de cultivares, resistentes e suscetiveis, e na
deteccao das interagdes pelo isolado, pela técnica de inoculagdo e pelo tipo de
analise estatistica empregada (KULL, et al., 2003). Segundo Maxwell e Lumsden
(1970), o conteudo de lignina pode ser importante para a resisténcia a S.
sclerotiorum, como na taxa de crescimento do fungo e fatores de patogenicidade e

viruléncia no avango das hifas.

Tabela 4. Desdobramento significativo dos isolados vs métodos de inoculacdo de
porcentagem de plantulas mortas do experimento conduzido no
outono/inverno de 2014.

Métodos de Inoculagao

Tratamentos Graos de sorgo/sulco Graos de sorgo/plantas normais F
Isolados
Soja 90,00 Aa 46,35 Ba 372,19**
____________ Testemunha 1037Ab . 000Bb 21027
F 1238,77** 419,80*

MMédias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.<2’Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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Na Tabela 5 estdo discriminados os resultados referentes aos experimentos
conduzidos na etapa 3, em que estudou-se o controle da doenca nas mesmas
condicdes. No outono/inverno de 2014 e na primavera/verao de 2014/15, a cultivar
TMG 1182 RR apresentou maior suscetibilidade a doenca devido a alta
porcentagem de plantulas mortas obtidas. Ressalta-se também que o diagndstico da
resisténcia fisiologica da soja para a S. sclerotiorum nos experimentos foram mais
facilmente visualizados nos tratamentos em que a inoculagdo consistiu no depdsito
de gréos de sorgo colonizados no colo das plantulas de soja. De acordo com Boland
e Hall, (1986); Cline e Jacobsen (1983); Pennypacker e Hatley (1995) e Grau (1988),
a resisténcia fisiolégica € caracterizada por lesdes de coloragdo marrom-
avermelhadas limitadas ao sitio da inoculagao.

No outono/inverno de 2014, o método em que o substrato foi inoculado e a
semente foi tratada resultou em maior porcentagem de mortalidade de plantulas. Ja
na primavera/verao de 2014/15, em substrato tratado e inoculado, a média da
porcentagem de plantulas mortas foi mais elevada.

Em ambas as épocas, o tratamento cujas plantulas foram transplantadas em
substrato tratado apresentou a menor média de porcentagem de plantulas mortas,
portanto a menor eficacia na reproducao dos sintomas da doencga. O proprio estadio
fenolégico das plantas pode contribuir para as variagbes de reproducdo dos
sintomas pelos métodos de inoculagdo. Segundo Chaves (1995), o estadio
fenolégico V1 é o mais indicado para a avaliagdo de cultivares de soja quanto a
resisténcia e suscetibilidade a S. sclerotiorum. Por outro lado, Silva e Machado
(1989) consideraram o estadio V3 como o mais apropriado para a inoculagdo de
plantas de soja com S. sclerotiorum, durante o processo de selegcdo, enquanto que
de acordo com Garcia e Juliatti (2012) essas diferengcas podem ser explicadas
devido a metodologias distintas empregadas por esses autores para inoculagao,
incluindo variagdes na forma de preparo e aplicagao do inéculo.

Em relacdo aos produtos, no outono/inverno de 2014, o controle a base de
metabdlitos produzidos pelo T. harzianum apresentou maior redugcido na incidéncia
do mofo branco apresentando aproximadamente média de plantulas mortas de
27,86%, seguido pelo Nemix com aproximadamente 34,97%. Para efeito de
comparacgao, detectou-se para a testemunha, em que a pulverizagdo constou-se
apenas de agua destilada e esterelizada, 74,43% de mortalidade (Tabela 5). Na

primavera/verdao de 2014/15, o Tiofanato Metilico apresentou maior controle da
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doencga, com aproximadamente 29,07% de pléntulas mortas, seguido pelo Ecotrich
com aproximadamente 32,41%. A testemunha, em que a pulverizagao foi efetuada

apenas com agua destilada, detectaram 67,11% de mortalidade.

Tabela 5. Porcentagem de plantulas mortas nos experimentos em bandejas de
controle de Sclerotinia sclerotiorum em duas cultivares de soja no
outono/inverno de 2014 e na primavera/verdao de 2014/15.

Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos Outono/Inverno de 2014 Primavera/Verao de 2014/15
Cultivares (C)
TMG 1182 RR 43,64 a 44,78 a
Emgopa 316 31,50 b 38,89 b
F 87,12** 11,57*
Formas de inoculagao e pulverizagao (F)
Semente tratada + Graos de sorgo 55,23 a 55,47 b
Substrato tratado + Graos de sorgo 48,54 b 63,77 a
Transplantio + Substrato tratado e inoculado 8,94 c 6,26 ¢
F 494,16** 430,06**
Produtos (P)
Nemix 34,97 b 40,60 bc
Trichodermil 30,77 bc 38,12 bc
Cercobin 28,47 bc 29,07 d
Ecotrich 28,92 bc 32,41 cd
Metabolitos 27,86 c 43,70 b
Testemunha 74,43 a 67,11 a
________________________ F oo AB186™ 4047
Teste F CxF 12,37* 13,11*
Teste F CxP 2,97 2,61*
Teste F FxP 1,13NS 2,91*
Teste F CxFxP 3,51** 1,66NS
CV (%) 20,751 24,82

MMédias (4 repeticdes) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. @ T1= semeadura de semente de soja tratada com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura;T2= semeadura de sementes de soja em substrato tratado com gréaos de sorgo colonizados e depositados em sulco de

semeadura; T3= transplante de plantulas em estadio V1 em substrato tratado e inoculado com gréos de sorgo colonizados. Para as

analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Nas duas épocas, na interacdo das cultivares e métodos de inoculagao, as
metodologias em que o substrato foi inoculado e a semente tratada, e o substrato foi
tratado e inoculado, a cultivar TMG 1182 RR apresentou maior suscetibilidade pelas
médias de porcentagem de plantulas mortas obtidas (Tabelas 6 e 7). No
outono/inverno de 2014, a cultivar EMGOPA 316 chegou a apresentar 17,3% a
menos de plantulas mortas em relagdo a TMG 1182 RR (Tabela 7). Em geral, em
ambas as épocas o tratamento em que as plantulas foram transplantadas em solo
tratado, as cultivares apresentaram baixas médias de porcentagem de plantulas
mortas. A resisténcia parcial da Emgopa 316 também foi encontrada por Sagata
(2010), que, em estudo realizado para ranquear cultivares de soja quanto a
resisténcia a S. sclerotiorum, observou na maior parte dos experimentos que esta
cultivar ocupou as primeiras posi¢cdes, indicando segundo o autor padrdo de

resisténcia.
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Tabela 6. Desdobramento significativo de cultivares vs formas de inoculagdo e
pulverizagcdo em porcentagem de plantulas mortas do experimento
conduzido no outono/inverno de 2014

Formas de inoculacéo e pulverizacao
Transplantio +

Tratamentos Semente tratada + Substrato tratado + F
= ~ Substrato tratado e
Graos de sorgo Graos de sorgo R
inoculado
Cultivares
TMG 1182 RR 63,27 Aa 57,19 Ba 10,45 Ca 329,69**
_________ Emgopa316_ ______________4719Ab _____ ___ 3989Bb _________ 743Ca 17684
F 50,97** 59,08** 1,80NS

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.(z)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. " T1= semeadura de semente de soja tratada com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura;T2= semeadura de sementes de soja em substrato tratado com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura; T3= transplante de plantulas em estadio V1 em substrato tratado e inoculado com graos de sorgo colonizados. Para as
analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 7. Desdobramento significativo de cultivares vs formas de inoculagdo e
pulverizacdo em porcentagem de plantulas mortas do experimento
conduzido na primavera/verao de 2014/2015

Tratamentos Formas de inoculagao e pulverizagao
Transplantio +

. Semente tratada + Substrato tratado + F
Cultivares = ~ Substrato tratado
Graos de sorgo Graos de sorgo .
e inoculado
TMG 1182 RR 60,94 Ba 70,42 Aa 2,97 Cb 296,65**
_________ Emgopa316 . 5000Bb_ ______ ______5713Ab . 954Ca 146527
F 13,33** 19,66** 4,81*

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.<2)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. @ T1= semeadura de semente de soja tratada com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura;T2= semeadura de sementes de soja em substrato tratado com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura; T3= transplante de plantulas em estadio V1 em substrato tratado e inoculado com gréos de sorgo colonizados. Para as
andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

No outono/inverno de 2014 e na primavera/verao de 2014/15, o
desdobramento das cultivares e produtos apresentou diferencas estatisticas. Em
geral, os produtos apresentaram maior controle na mortalidade de plantulas para a
Emgopa 316 e dentre estes, o tiofanato metilico apresentou a maior eficacia. Ja para
a TMG 1182 RR, em geral o produto Ecotrich apresentou os melhores resultados de

controle (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8. Desdobramento significativo de cultivares vs produtos em porcentagem
de plantulas mortas do experimento conduzido no outono/inverno de
2014
Tratamentos Produtos F
Cultivares Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metaboélitos Testemunha
TMG 1182 RR 43,23 Ba 39,00 BCa 36,54 BCa 34,00 BCa 33,31 Ca 75,73 Aa 51,36™*
___Emgopa316 2672Bb  2254Bb 2039Bb 2383Bb 2241Bb 7314Aa 82,98
F 26,88** 26,74* 25,76 10,20* 11,73 0,66NS

"Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.<2’Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.



68

Tabela 9. Desdobramento significativo de cultivares vs produtos em porcentagem
de plantulas mortas do experimento conduzido na primavera/verao de
2014/2015
Tratamentos Produtos E
Cultivares Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha
TMG 1182 RR 46,07 Ba 44,17 Ba 35,34 BCa 31,72 Ca 45,42 Ba 65,95 Aa 15,80**
__Emgopa316___ 3512Bb _ 3206BCb __  2280Cb 33,10BCa 4198Ba 68,27 Aa 278"
F 6,66 8,16* 8,75 0,11NS 0,66NS 0,30NS

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.(z)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em estudo realizado por Secco et al. (2007), o fungicida fluazinam
proporcionou menor severidade do mofo branco comparado com o fungicida
tiofanato metilico, concordando com os resultados do presente estudo, quando as
aplicagdes foram realizadas preventivamente.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados da interacao dos métodos de
inoculacao e dos produtos na primavera/verao de 2014/15. Pode-se verificar que o
tratamento das sementes de soja com o tiofanato metilico apresentou maior redugéo
da mortalidade de plantulas em relacdo aos demais produtos.

Todavia, o tratamento em que a semeadura foi efetuada em solo tratado e
posteriormente inoculado, a pulverizagao do substrato com o tiofanato metilico e o
Ecotrich, resultou nas menores médias de porcentagem de plantulas mortas dentre
os produtos.

Em relacdo ao tratamento em que efetuou o transplante de plantulas em
substrato tratado e inoculado, os produtos Nemix, Trichodermil e Ecotrich nao

apresentaram plantulas mortas.

Tabela 10. Desdobramento de formas de inoculagéo e pulverizagao vs produtos em
porcentagem de plantulas mortas do experimento conduzido
primavera/verdo de 2014/15

Tratamentos Produtos
Formas de F

inoculagéo e Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabolitos Testemunha

pulverizagao
T1 56,44 Ba 55,53 Ba 29,87 Cb 45,97 Ba 58,76 Ba 86,25 Aa 25,28**
T2 65,36 Ba 58,83 Ba 54,75 Ba 51,27 Ba 65,03 Ba 87,41 Aa 12,23**

R T3 _........000Bb 000Bb 258Bc ! 000Bb______ 730Bb 2767Ab _ BT6_

F 93,17* 81,04* 50,50** 58,96** 74,40* 86,53**

"Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.<2’Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. ® T1= semeadura de semente de soja tratada com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura;T2= semeadura de sementes de soja em substrato tratado com gréos de sorgo colonizados e depositados em sulco de
semeadura; T3= transplante de plantulas em estadio V1 em substrato tratado e inoculado com gréos de sorgo colonizados. Para as
andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

O isolado mais patogénico foi o proveniente da cultura da soja.

O método dos graos de sorgo colonizados e depositados em sulco de semeadura
foi o mais promissor na reproducéo dos sintomas do mofo branco.

N&o houve diferengas na reacdo ao mofo branco entre as cultivares estudadas.

Os produtos a base de metabdlitos de Trichoderma harzianum e o tiofanato
metilico apresentaram os melhores resultados na redugédo da porcentagem de

plantulas mortas.
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CAPITULO 4 - METODOLOGIAS DE INOCULAGAO DE Sclerotinia
sclerotiorum EM ESTUDOS DE CONTROLE DO MOFO
BRANCO DE PLANTULAS DE SOJA EM CONDIGOES DE
CASA DE VEGETAGAO

RESUMO - Causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, o mofo branco tem se
tornado uma doencga importante para a cultura da soja em muitas regides brasileiras.
Os sintomas de mofo branco na cultura da soja iniciam-se a partir de lesdes aquosas
formando abundante micélio. Os tecidos infectados apodrecem em consequéncia da
acao das diversas toxinas produzidas pelo patégeno. A auséncia de resisténcia
varietal e a inviabilidade dos fungicidas principalmente pelo alto custo e
contaminagdo ao meio ambiente tornam os produtos a base de microrganismos,
uma alternativa segura e sustentavel ao controle da doenga. Entretanto, ainda ha
dificuldade de se obter um método de inoculagdo de S. sclerotiorum, que some
facilidade, resultados positivos e repetibilidade. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou avaliar metodologias de inoculagado artificial, reagdo de cultivares, bem
como, a efetividade de produtos quimicos e biolégicos no controle da doenga em
plantulas de soja cultivada em vasos em casa de vegetagcédo. As avaliagbes foram
através da porcentagem de plantulas mortas. Independente do isolado, o método de
inoculagao artificial dos graos de sorgo colonizados com o patdégeno e depositados
em sulco de semeadura apresentou as maiores médias de porcentagem de
plantulas mortas, portanto a maior eficacia no desenvolvimento dos sintomas da
doenca. Dentre as cultivares, a M 8330 IPRO apresentou maior resisténcia a doenca
pela menor porcentagem de plantulas mortas obtidas. Ja em relagdo ao controle, o
bioproduto a base de metabdlitos Trichoderma harzianum foi o mais eficaz na

redugao da severidade da doenca.

Palavras-chaves: Trichoderma harzianum; metabdlitos de Trichoderma harzianum:;

Glycine max; controle biologico; mofo branco

1. INTRODUGAO

Desde que a soja foi introduzida no Brasil, houve crescente expansao em

producao e area de cultivo. Na safra de 2014/15 a produgao nacional de graos de
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soja foi de 95,07 milhdes de toneladas (CONAB, 2015). Todavia fatores abidticos e
bidticos afetam a produtividade. Entre os fatores bioticos, destacam-se as doengas
como um dos principais que limitam a producdo. Ha cerca de 40 doencas que
afetam a cultura da soja, entre elas, o mofo branco, que recentemente tem sido
destaque pelos prejuizos causados.

Os sintomas de mofo branco na cultura da soja iniciam-se a partir de lesdes
aquosas de onde crescem as hifas, formando abundante micélio. Os tecidos
infectados apodrecem em consequéncia da acido das diversas toxinas produzidas
por S. sclerotiorum. Nessa fase, pode ser observado o apodrecimento de hastes
laterais, vagens e folhas, ou mesmo a haste principal, com morte de toda planta
(GRAU; RADKE, 1984). A capacidade de formar estruturas de resisténcia
(esclerddios) garante a sobrevivéncia do patégeno por varios anos, mesmo em
condicdes adversas, limitando a utilizagao de praticas de controle como a rotacéo de
culturas. Segundo Adams e Ayres (1979), na auséncia de hospedeiro suscetivel, o
fungo pode persistir no solo em forma de esclerédios por até 8 anos.

O controle da doencga através da aplicagao de fungicida via agua de irrigagao
por aspersao € utilizada por muitos agricultores. O controle quimico deve ser
preferencialmente de forma preventiva, como o tratamento de sementes com
fungicidas que é efetuado para controlar as infec¢des no momento da germinagao
(CARVALHO; CHIAVEGATO, 2006). Alternativo a isso, o uso do controle biolégico
na agricultura € uma opg¢ao, cujas praticas contemplam a conservagao dos recursos
naturais (SIVAN; CHET, 1992).

Dentre as medidas de controle desse patdgeno, a obtengdo de cultivares
resistentes € a mais eficaz pela redugcdo dos custos de producdo e dos danos
causados ao ambiente. No entanto, a obtencao de cultivares resistentes tém sido
dificultada pela baixa resisténcia apresentada pelo germoplasma disponivel e pela
eficiéncia limitada dos métodos de inoculagdo empregados (CARNEIRO, 2013).

Diante da importancia da cultura e da doenga, objetivou-se inicialmente
escolher dentre algumas metodologias de inoculagao artificial do patégeno em
plantulas de soja a mais promissora, para utilizacdo em experimentos conduzidos,
em casa de vegetacao, para avaliar a reacao de cultivares e efetividade de produtos

quimicos e biolégicos no controle da doenca.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante o outono/inverno de 2013 e 2014
e, primavera/verao de 2013/14 e 2014/15 em casa de vegetagao pertencente ao
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal/SP, UNESP. Foram instalados experimentos
em vasos, desenvolvidos em trés etapas, sendo: Etapa 1 = Metodologias de
inoculacao artificial de S. sclerotiorum, Etapa 2 = Reacéo de cultivares a inoculacao
artificial de S. sclerotiorum e Etapa 3 = Controle a inoculagédo artificial de S.
sclerotiorum. Ressalta-se, que cada etapa envolveu dois experimentos referentes as

épocas.

21. Etapa 1. Metodologias de inoculagao artificial de Sclerotinia
sclerotiorum

Para a colonizagdo do patégeno S. sclerotiorum foram utilizadas placas de Petri
contendo o meio de cultura batata, dextrose e agar (BDA). Dois isolados de S.
sclerotiorum foram testados, sendo o primeiro coletado de plantas infectadas de
tomate e o segundo de soja. Os mesmos foram mantidos através de sucessivas
repicagens e também pela germinagédo de esclerédios em placas de Petri em BDA.
As placas de Petri foram incubadas em camara de germinagdo com temperatura
ajustada para 22 £3°C e fotoperiodo de 12 horas para germinagao miceliogénica até
a formacao de esclerodios.

A cultivar de soja AS38 IPRO foi utilizada para compor esta etapa devido a
melhor qualidade fisiolégica da semente e maior porcentagem de plantulas normais
obtida nos testes de germinacédo e de emergéncia de plantulas em areia em relagao
as demais cultivares testadas.

Em casa de vegetacao, foram utilizados vasos de plasticos com cinco litros de
capacidade. Para o preenchimento dos vasos, utilizou-se de um solo Latossolo
Vermelho eutroférrico textura argilosa coletado da area experimental da Fazenda de
Ensino e Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal/SP, UNESP, situado a 21°19" de latitude Sul, 47°33’ de
longitude Oeste e 616 m de altitude. Assim, foi efetuada artificialmente a inoculagao

dos dois isolados (isolado de plantas de tomate e isolado de plantas de soja) por trés
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métodos de inoculagdo propostos e descritos a seguir: 1) método dos graos de
sorgo colonizados com o patdégeno em sulco de semeadura, proposto por Balardin e
Rubin (1999). Na inoculagdo foram depositados dez grdos de sorgo em sulco de
semeadura cobrindo-os em seguida com fina camada de solo. 2) método dos graos
de sorgo colonizados com o patégeno em pléantulas normais: dois graos de sorgo
colonizados com o patégeno foram depositados no colo da planta sem ferimento e,
3) método dos grdos de sorgo colonizados com o patégeno em pléantulas com
ferimento: dois grédos de sorgo colonizados com o patégeno no colo da planta com
ferimento. As plantulas com e/ou sem ferimentos foram inoculadas no estadio
fenolégio V1 (FEHR; CAVINESS; 1977). Ressalta-se que os ferimentos foram
efetuados artificialmente no colo das plantulas com estilete esterelizado. Para efeito
da testemunha utilizou-se grédos de sorgo ndo colonizados com o patégeno. Os
vasos foram irrigados diariamente, mantendo-os Umidos. Devido a alta
agressividade do patdgeno causando precoce morte das plantulas, foi efetuada
apenas uma avaliacdo de incidéncia do mofo branco no sétimo dia apds a

inoculagao, avaliando-se a porcentagem de plantulas mortas.

2.2. [Etapa 2. Reagdo de cultivares de soja a inoculagao artificial de

Sclerotinia sclerotiorum

De posse dos melhores resultados quanto ao isolado, bem como, a
metodologia de inoculagdo mais eficaz para a reprodugcédo dos sintomas da doencga
foi conduzida a Etapa 2, que consistiu na reacao de cultivares de soja a inoculagao
artificial de S. sclerotiorum nas mesmas condi¢gdes de casa de vegetacdo. Para isso,
foram utilizadas dez cultivares comerciais de soja: M 8330 IPRO, AS 38 IPRO, NS
7300 IPRO, SYN 1157 RR, SYN7059 RR, SYN 1163 RR, BMX Poténcia RR, BMX
Pampa RR, TMG 1182 RR e Emgopa 316. A metodologia utilizada para os

experimentos foi semelhante a ja descrita na Etapa 1.

2.3. Etapa 3. Controle de Sclerotinia sclerotiorum
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Com base nos resultados obtidos na etapa anterior referente ao estudo de
reacao de cultivares, foram selecionadas duas cultivares pelo padrao de resisténcia
e suscetibilidade aos sintomas da doenca.

Para o controle, além da testemunha que constou apenas de agua destilada e
esterilizada foram utilizados cinco produtos: o Trichodermil, a base de Trichoderma
harzianum, cedido pela empresa Koppert; o Ecotrich, a base de T. harzianum,
cedido pela empresa Ballagro; produto em fase de teste a base de metabdlitos de T.
harzianum; o Nemix, a base de Bacillus subtilis, cedido pela empresa FMC agricola
e o Cercobin (tiofanato metilico), fungicida do grupo dos benzimidazois, cedido pela
empresa |hara. Todos os produtos foram utilizados nas concentragbes
recomendadas pelos fabricantes. A metodologia da inoculagédo artificial de S.
sclerotiorum foi a mesma ja descrita para as etapas 1 e 2, porém em relagdo aos
produtos, esses foram testados apenas por tratamento de sementes.

Nas trés etapas, os experimentos foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizados com cinco repeticdes para a etapa 1 e quatro repeticdes
para as etapas 2 e 3. A unidade experimental contou-se de um vaso com dez
sementes. Os dados referentes as porcentagens de plantulas mortas foram
transformados em raiz de x +0,5 e submetidos a analise de variancia pelo teste F e
em seguida as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, seguindo-se o esquema fatorial através do software AgroEstat
(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa 1, devido a condigdes de temperatura préximas a ideal para o
desenvolvimento do patdgeno, no outono/inverno de 2013 houve maior severidade
da doenga em relagao a primavera/verao de 2014, porém em ambas as épocas, 0s
isolados nao apresentaram diferengas estatisticas significativas em relacdo as
médias de porcentagem de plantulas mortas obtidas. De acordo com os dados
agrometereolégicos obtidos pelo Ciiagro (2015), durante os periodos de
outono/inverno de 2013 e primavera/verdao de 2014, as temperaturas médias
observadas foram de 20° C e 25° C respectivamente. Varios estudos demonstraram
que temperaturas superiores a 30°C e temperaturas com valores inferiores a 10°C

podem prejudicar o desenvolvimento de S. sclerotiorum, retardando ou até mesmo
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cessando o desenvolvimento e o processo de infecgdo (WEISS; KERR; STEDMAN,
1980; ABAWI; GROGAN, 1979; HANNUSCH; BOLAND, 1996; HIKISHIMA;
GERALDINE; LOBO JR, 2010).

Considerando os métodos de inoculagao, para ambas as épocas 0s gréaos de
sorgo colonizados com o patdgeno e depositados em sulco de semeadura
apresentou as maiores médias de plantulas mortas (Tabela 1). Na maioria das
vezes, observou-se que esse método ocasionou abundante crescimento micelial no
tegumento das sementes apodrecendo-as logo apds a semeadura e resultando
assim em plantulas ndo germinadas. Segundo Paula Junior et al. (2010), sementes
infectadas com S. sclerotiorum podem apodrecer e ndo germinar, sobre as quais
formaram-se os esclerédios. Aquelas que germinam, na maioria das vezes, originam
plantas doentes, indicando que a presenga de micélio dormente nas sementes
infectadas tem grande importancia ndo sé na disseminagao do fungo, como também
contribui para aumentar a intensidade da doenca no campo, caso ocorra a

transmissao da semente para a planta.

Tabela 1. Porcentagem de plantulas mortas com diferentes isolados e métodos de
inoculagdo nos experimentos conduzidos em casa de vegetagdao no
Outono/Inverno de 2013 e Primavera/Verao de 2013/14.

Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos

Outonolinverno de 2013 Primaveralverdo de 2013/14
Isolados (1)

Tomate 30,00 a 20,34 a

Soja 31,77 a 23,01 a

Testemunha 0,00 b 0,00 b

F 34,89* 31,40*

Métodos de Inoculagao (M)

Graos de sorgo/sulco 60,00 a 38,96 a

Graos de sorgo/plantas com ferimentos 1,77b 438b

______ Graos de sorgo/plantas normais . 000b . 000b

F 114,91* 90,32**

Teste F IxM 27,48 24,05*

CV (%) 19,23 60,19

MMédias (5 repeticdes) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Os métodos de inoculagdo em que os graos de sorgo colonizados com o
patégeno foram depositados no colo de plantulas com e sem ferimentos nao
apresentaram diferencas estatisticas significativas (Tabela 1). Fischer et al. (2014),
estudaram o efeito da temperatura e reagcado de gendtipos de quiabeiro ao mofo
branco e verificaram que ndo houve diferencas estatisticas significativas nas
temperaturas avaliadas entre os isolados, assim como entre a inoculagdo com ou
sem ferimento na ocorréncia da doenca, exceto na temperatura de 20°C entre os

isolados na inoculacdo com ferimento. Segundo Pratt (1991), alguns métodos de
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inoculagdo podem exigir ferimentos nos sitios de inoculagdo para que ocorra
viabilidade de infeccéo, o que nao ocorreu no presente estudo.

Para a mesma etapa, verificou-se diferengas estatisticas significativas na
interacdo dos isolados e métodos de inoculagao nas épocas de outono/inverno de
2013 e primavera/verao de 2013/14 (Tabelas 2 e 3). No geral, o método de
inoculagcdo em que os graos de sorgo colonizados com o patogeno foram
depositados em sulco de semeadura apresentou as maiores médias de

porcentagem de plantulas mortas independente do isolado testado.

Tabela 2. Desdobramento dos isolados vs métodos de inoculagdo em porcentagem de
plantulas mortas de experimento conduzido em casa de vegetagdo no
outono/inverno de 2013

Métodos de Inoculacao

Tratamentos Graos de sorgo/sulco Graos de sorgo/plantas Graos de sorgo/plantas F
com ferimento normais
Isolados
Tomate 90,00 Aa 0,00 Ba 0,00 Ba 860,85**
Soja 90,00 Aa 0,00 Ba 5,31 Ba 813,03**
... Testemunha ___________ 000Ab 000Aa __________..__....000Aa _________________ S
F 860,85** - 3,00NS

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.<2)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Tabela 3. Desdobramento dos isolados vs métodos de inoculagdo em porcentagem de
plantulas mortas de experimento conduzido em casa de vegetagdo na
primavera/verao de 2013/2014

Métodos de Inoculagao

Tratamentos Graos de sorgo/sulco Graos de sorgo/plantas Graos de sorgo/plantas F
com ferimento normais
Isolados
Tomate 61,02 Aa 0,00 Ba 0,00 Ba 82,01**
Soja 55,88 Aa 0,00 Ba 13,15 Ba 56,40**
... Testemunha __ 000Ab | 000Aa . 000Aa_ S
F 75,69** - 3,81*

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.‘z’Me’diaS seguidas de letras maiusculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as andlises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.
A patogenicidade dos isolados esta relacionada aos niveis de acido oxalico.
Ha relatos de mutantes de S. sclerotiorum, deficientes na producao de acido oxalico
que nao sao patogéncios, fato que pode ser atribuido a diminuigdo das enzimas que
degradam a parede celular (GODQY et al., 1990), ou que permitem a planta se
defender ao ataque do fungo (WILLIAMS et al., 2011)
Na etapa 2, em que se estudou a reagao de cultivares a S. sclerotiorum em
casa de vegetacao (Tabela 4), na primavera/verao de 2013/2014, o isolado de soja
apresentou maior patogenicidade em relagdo ao isolado de tomate promovendo

maior porcentagem de plantulas mortas.
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Tabela 4. Porcentagem de plantulas mortas obtidos nos experimentos de reacao de
cultivares a inoculagdo pelo método dos grédos de sorgo colonizados por
Sclerotinia sclerotiorum e depositados em sulco de semeadura de vasos
em condi¢gdes de Casa de Vegetacao, na primavera/verao de 2013/2014 e
outono/inverno de 2014.

Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos Primaveralverao de 2013/14 Outono/lnverno de 2014
Isolados (1)
Tomate 63,23 b 76,82 a
Soja 72,45 a 81,27 a
Testemunha 23,72 c 23,67 b
F 219,23** 286,38**
Cultivares (C)
M 8330 IPRO 37,30 c 47,99 b
AS 38 IPRO 48,50 bc 58,15 ab
NS 7300 IPRO 56,06 ab 63,51 ab
SYN 1157 RR 52,19 ab 59,57 ab
SYN 7059 RR 61,10 ab 61,90 ab
SYN 1163 RR 53,30 ab 63,83 a
BMX Poténcia RR 36,77 c 57,78 ab
BMX Pampa RR 58,89 ab 69,96 a
TMG 1182 RR 63,78 a 64,67 a
_.._Emgopa316 __ . 6346a ... 5846ab .
F 9,44* 2,82**
Teste F IXC 2,48** 1,15NS
CV (%) 20,81 19,76

MMédias (4 repeticdes) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Em relagdo as cultivares, M 8330 IPRO e BMX Poténcia RR apresentaram as
menores médias de porcentagem de plantulas mortas, portanto maior resisténcia a
S. sclerotiorum em relacdo as demais cultivares testadas. No entanto, as cultivares
TMG 1182 RR e Emgopa 316 RR apresentaram maior suscetibilidade a doenca.
Calla, et al. (2009), afirmaram que em muitas plantas incluindo a soja, a resisténcia
genética completa ndo existe.

Na mesma época (primavera/verao de 2013/2014) foram observadas
diferengas estatisticas significativa no desdobramento dos isolados e cultivares
(Tabela 5). As cultivares SYN 1157 RR e BMX Pampa RR apresentaram as maiores
médias de porcentagem de plantulas mortas quando inoculadas respectivamente
com os isolados provenientes de plantas infectadas de soja e tomate, porém em
geral o isolado de soja foi 0o mais patogénico, dadas as altas porcentagens de
plantulas mortas obtidas nas cultivares de soja estudadas.

Segundo Boland e Hall (1987), os resultados quanto a avaliacdo de
resisténcia de cultivares em experimentos conduzidos em condi¢bes de casa de
vegetacdo e laboratério apresentaram pouca correlagdo com os resultados de
experimentos conduzidos no campo. Porém de acordo com Nelson, Helms e Kural
(1991), a deteccado de resisténcia de cultivares em campo € dificultada devido a

propensao das plantas escapar da infecgao, pelo simples fato da infeccao das flores
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ocorrer antes da esporulacdo do patdogeno ou até mesmo pela arquitetura das
plantas mais aberta, facilitando a circulagdo do ar e a penetracado de luz. Todavia,
Russel (1978), afirma que a falta de correlagdo entre as diferentes condigdes,
aumenta a evidéncia de trabalhos prévios, sugerindo que muitos experimentos em
casa de vegetacdo e laboratérios devam ser exaustivamente testados para que um
método possa ser considerado confiavel para a correta identificacdo e

caracterizagao da resisténcia no campo.

Tabela 5. Desdobramento dos isolados vs cultivares da porcentagem de plantulas
mortas de experimento conduzido em casa de vegetacdo na
primavera/verao de 2013/2014.

Isolados
Tratamentos F
Tomate Soja Testemunha
Cultivares
M 8330 IPRO 42,96 Bb 62,30 BCa 6,64 Dc 26,12**
AS 38 IPRO 68,4 Aa 62,67BCa 14,41 BCDb 28,77**
NS 7300 IPRO 71,56Aa 76,17 Aba 20,46 BCDb 31,26™*
SYN 1157 RR 74,14 Aa 69,53 ABCa 12,91 CDb 38,03**
SYN 7059 RR 62,14 ABb 85,39 ABa 35,78 ABCc 20,15**
SYN 1163 RR 62,14 Aba 71,56 ABCa 26,19 ABCDb 18,75*
BMX Poténcia RR 52,55 Aba 46,50 Ca 11,25 CDb 16,28**
BMX Pampa RR 64,17 ABb 90,00 Aa 22,50 BCDc 37,94**
TMG 1182 RR 61,77 ABb 81,69 ABa 47,88 Ab 9,45**
______ Emgopa316 __  7247Aa____________ _7875Aba____________3916ABb________ 1480%
F 3,02** 5,44** 5,95**

MMédias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.Q’Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Para a mesma etapa, porém no outono/inverno de 2014, os isolado de tomate
e soja ndao apresentaram diferencas estatisticas significativas em porcentagem de
plantulas mortas (Tabela 4). Ja em relagao as cultivares, M 8330 IPRO novamente
apresentou maior resisténcia a S. sclerotiorum em relagdo as demais. Ao contrario
disto as cultivares SYN 1163 RR, BMX Pampa RR e TMG 1182 RR, apresentaram
maior suscetibilidade de acordo com as altas médias de porcentagem de plantulas
mortas obtidas (Tabela 4). Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Zito et al. (2006), que observaram em casa de vegetagcédo e
laboratorio, respostas que variaram desde elevada resisténcia até completa
suscetibilidade.

Na Tabela 6 estao discriminados os resultados referentes a etapa 3 em que
estudou-se o controle do mofo branco em condi¢cdes de casa de vegetagcdo. Em
ambas as épocas a cultivar TMG 1182 RR apresentou maior suscetibilidade em
relacdo ao cultivar M 8330 IPRO, sendo que no outono/inverno de 2014 a

porcentagem de plantulas mortas chegou aos 90% (Tabela 6). Ja em relacdo aos
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produtos, em geral o bioproduto a base de metabdlitos produzidos pelo T. harzianum

apresentou maior controle da doenga em relagdo aos demais tratamentos testados.

Tabela 6. Avaliagdo da porcentagem de plantas mortas nos experimentos de
controle de Sclerotinia sclerotiorum conduzidos em casa de vegetagao no

outono/inverno de 2014 e primavera/verao de 2014/2015.
Porcentagem de plantas mortas

Tratamentos

Outono/Inverno de 2014 Primavera/Verao de 2014/15
Cultivares (C)
M 8330 IPRO 72,38 b 64,20 b
TMG 1182 RR 90,00 a 73,54 a
dms (5%) 5,68 7,39
F 39,50** 6,56*
Produtos (P)
Nemix 82,07 ab 79,76 ab
Trichodermil 85,39 a 65,27 bc
Cercobin 81,23 ab 61,76 bc
Ecotrich 78,75 ab 69,69 abc
Metabolitos 69,69 b 51,34 c
______________ Testemunha __ _ __ _____ ____ _.900a . ___..83%a .
F 3,97+ 7,65**
Teste F CxP 3,97* 2,11NS
CV (%) 11,95 18,33

MMédias (4 repeticées) seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

Juliatti et al. (2013), ranquearam cultivares de soja pela reagdo a S.
sclerotiorum em diversos métodos de inoculagdo e observaram que a cultivar
BRSMG Garantia foi suscetivel, independente da localizagdo do inéculo na planta,
contraria da Emgopa 316 que na média geral do “ranking” caracterizou-se como o
gendtipo de maior resisténcia parcial ou horizontal. A resisténcia de cultivares de
soja a S. sclerotiorum tem sido avaliada em condi¢gdes de campo, casa de vegetagao
e laboratério, sendo observadas respostas que variam desde elevada resisténcia até
completa suscetibilidade (BOLAND; HALL, 1987; WEGULO; YANG, MARTINSON;
1998).

Apenas na época de outono/inverno de 2014 foi detectada interagao
estatistica significativa das cultivares e produtos testados (Tabela 6). Com excegao
do Trichodermil e a testemunha que nao diferiram significativamente em relacéo a
mortalidade de plantulas nas cultivares testadas, os demais produtos apresentaram
maior controle para o M 8330 IPRO (Tabela 7).

Pode-se observar para a mesma cultivar, que o produto a base de metabdlitos
produzidos pelo T. harzianum foi 0 mais eficaz no controle da doenga pois reduziu a
mortalidade de plantulas mortas.

Em relacédo a cultivar TMG 1182 RR, para todos os produtos as médias de

porcentagem de plantulas mortas foram altas nao diferindo do tratamento
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testemunha, indicando que os tratamentos de controle foram ineficazes aos

sintomas do mofo branco.

Tabela 7. Desdobramento dos cultivares vs produtos em porcentagem de pléantulas
mortas de experimento conduzido em casa de vegetagdao no outono/inverno

de 2014.
Tratamentos Produtos E
Cultivares Nemix Trichodermil Cercobin Ecotrich Metabdlitos Testemunha
M 8330 IPRO 74,14 ABb 80,78 ABa 72,47 ABb 67,50 BCb 49,38 Cb 90,00 Aa 7,95**
_.TMG1182RR______ 90,00 Aa ¢ 90.00Aa_______ 90,00 Aa 9000 Aa______9000Aa _ ___ 90,00 Aa - __
F 5,33* 1,80NS 6,51* 10,74** 34,98** -

MMedias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.(z)Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas os dados foram transformados em raiz de x+0,5.

4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

O melhor método de inoculagdo € o de grdos de sorgo colonizados com o
patégeno e depositados em sulco de semeadura.

O isolado proveniente da cultura da soja € o que apresenta a maior
patogenicidade da doenca.

Dentre as cultivares, a M 8330 IPRO é a que apresenta maior resisténcia a
doenca.

O bioproduto a base de metabdlitos de Trichoderma harzianum é o mais eficaz

na reducao da mortalidade de plantulas.
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