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SUMIDA, C.H. Controle quimico e biolégico do mofo branco na cultura da soja. 2012.
81f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A eficiéncia do controle quimico por meio de fungicidas e o controle biologico por meio de
Trichoderma sp. foram avaliados sobre o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum,
germinagdo carpogénica e germina¢do dos ascosporos em condi¢des de laboratdrio. Avaliou-
se também o controle do mofo branco na cultura da soja em condi¢des de campo. Nos ensaios
do controle quimico foram testados os fungicidas fluazinam, procimidona, iprodione,
tiofanato metilico, carbendazim, fluazinam + cloreto de benzalconio e tratamento bioldgico
com Trichoderma harzianum. Para inibi¢cdo do crescimento micelial de S. sclerotinia e da
germinagdo carpogénica in vitro, o fluazinam foi o tGnico fungicida com inibi¢do de 100%
(p<0,05). Na inibicdo da germinagdo dos ascésporos, o procimidona e o cloreto de
benzalconio apresentaram inibicdo de 13,5 e 13,9%, respectivamente. Esses mesmos
fungicidas foram os mais eficientes na redugdo da produgdo de ascdsporos/apotécio
representando 65,6% e 82,4%, respectivamente. O fluazinam, o procimidona e o cloreto de
benzalconio + fluazinam apresentaram maior eficiéncia (p<0,05) para o controle do mofo
branco em condigdes de campo. Na safra 2009-10, esses trés fungicidas reduziram a
incidéncia da doenca em 73% em comparacao a testemunha e na safra 2010-11 reduziram em
77%. Nos ensaios de controle biologico foram avaliados nove isolados de S. sclerotiorum de
diferentes regides brasileiras, dois isolados de Trichoderma sp. TH25 e TH42 ¢ os extratos
desses isolados de Trichoderma cultivados em meio liquido BD, do qual foi retirado o extrato
do meio liquido (TH25-L e TH42-L) e do micélio (TH25-M e TH42-M), e cultivados em
arroz com casca, do qual foi retirado o extrato do arroz (TH25-S e TH42-S). No teste de
antagonismo, o isolado TH25 apresentou as maiores porcentagens de inibicdo dentre os nove
isolados de S. sclerotiorum. No entanto, em algumas compara¢des de médias entre TH25 e
TH42, nao se observou diferenca significativa (p<0,05). Os extratos de Trichoderma sp.
TH42-L, TH25-M e TH42-M foram os mais eficientes na inibi¢do do crescimento micelial da
S. sclerotiorum com variagdo de inibi¢do de 80 a 100%, de acordo com o isolado. Os extratos
TH25-L e TH42-L apresentaram redugdo de 42 e 38% (p<0,05) da germinagao carpogénica,
respectivamente. Os isolados selvagens de Trichoderma sp. reduziram a incidéncia e a
severidade do mofo branco na cultura da soja em condi¢gdes de campo. No ensaio-1 (aplicagdo
inverno/verao) os tratamentos com TH25 e TH42 apresentaram reducao de 37 e 32% (p<0,05)
da incidéncia em relagdo a testemunha. No ensaio-2 (aplicacdo verdo) apresentaram redugao
de 29 e 40% (p<0,05) da incidéncia. No teste de antagonismo de confrontagdo direta, ndo foi
observado variabilidade dos isolados de S. sclerotiorum. No entanto, no teste de extratos
observaram-se diferengas significativas (p<0,05) entre os isolados de S. sclerotiorum quando
aplicados os extratos menos eficientes.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum. Trichoderma sp. Fungicida. Apotécio,
Ascosporo.



SUMIDA, C.H. Chemical and biological control of white mold in soybeans. 2012. 81p.
Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

Efficiency of chemical control by fungicides and biological control by Trichoderma sp. was
evaluated on Sclerotinia sclerotiorum mycelial growth, carpogenic germination and
ascospores germination. White mold control on soybeans was evaluated in field conditions.
Chemical control tests evaluated fungicides fluazinam, procymidone, iprodione, thiophanate
methyl, carbendazim, fluazinam + benzalkonium chloride and Trichoderma harzianum
biological treatment. Fungicide fluazinam was the only one inhibit 100% (p<0.05) the S.
sclerotiorum mycelial growth and carpogenic germination. Procymidone and benzalkonium
chloride showed, respectively, 13,5 and 13,9% ascospores germination inhibition. These same
fungicides were most effective to reduce the production of ascospores per apothecia, reducing
65,6% and 82,4%. Fluazinam, procymidone and benzalkonium chloride + fluazinam were
more efficient (p<0,05) on white mold control under field conditions. These fungicides
reduced disease incidence by 73% compared to control in the 2009-10 crop and in 2010-11
crop, reduced by 77%. Biological control tests evaluated nine S. sclerotiorum strains from
different Brazilian regions, two Trichoderma strains TH25 and TH42, and Trichoderma
extracts grown in liquid media PD, which was removed the extract of liquid (TH25 and
TH42-L-L) and extract of mycelium (TH25-M and TH42-M), and grown in paddy, which was
removed from the extract solid (TH25-S and TH42 -S). Trichoderma strain TH25 had the
highest percentages of inhibition among the nine S. sclerotiorum strains in the antagonism
test. However, some comparisons between TH25 and TH42, there was no significant
difference (p<0,05). Trichoderma sp. extracts TH42-L, TH25-M and TH42-M were the most
effective on mycelial growth inhibiting of S. sclerotiorum, which was ranging by 80 to 100%,
according to the S. sclerotiorum strain. TH25-L and TH42-L extracts decreased by 42 and
38% the germination carpogenic inhibition (p<0.05), respectively. Trichoderma wild strains
reduced white mold incidence and severity on soybeans under field conditions. These biologic
treatments reduced the disease incidence in the test-1 (treatment winter / summer) by 37 and
32% reduction (p<0,05) and in the test-2 (treatment summer) reduced by 29 and 40%
(p<0,05). Antagonism test of direct confrontation did not observed the variability of S.
sclerotiorum strains. However, extracts test showed significant differences (p<0,05) between
S. sclerotiorum isolates when treated by extracts less efficient.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum. Trichoderma sp. Fungicide. Apothecia. Ascospore.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) é a leguminosa mais cultivada no mundo
devido ao seu alto teor de proteina, emprego na extragdo de 6leo para alimentacdo humana,
manufaturacdo de muitos produtos processados e semiprocessados, bem como na produgdo de
biodiesel. Possui também outras utilidades como adubo verde, forragem, silagem, feno e
pastagem (SEDIYAMA et al, 2009). A produgao mundial da cultura da soja na safra 2010/11
foi de 263,5 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o segundo maior produtor, responsavel por
cerca de 28% desse volume, com producdo de 74,5 milhdes de toneladas. Entre os Estados
brasileiros, 0 Mato Grosso ¢ o maior produtor com 20,4 milhdes de toneladas, em seguida o
Parana com 15,4 milhoes de toneladas ¢ Rio Grande do Sul com 11,6 milhdes de toneladas
(EPAGRI, 2011).

Entre os fatores limitantes na producdo de soja, estdo as doengas. Dentre
elas, a podriddo branca ou mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary com perdas de até 30% em lavouras de soja (NASSER et al., 1999). S. sclerotiorum
trata-se de um fungo habitante de solo e considerado como um dos mais destrutivos, podendo
infectar aproximadamente 408 espécies de plantas (BOLAND e HALL, 1994). Sobrevive na
forma de esclerdédios no solo e em restos culturais, onde germinam e colonizam matéria
organica formando mais esclerédios. Em condi¢des de temperaturas baixas e elevada umidade
no solo, um unico esclerddio pode produzir um ou varios apotécios, onde sdo formadas ascas
contendo ascosporos. Esses esporos podem ser ejetados a longas distancias e alojar-se em
qualquer parte das plantas, iniciando novos sitios de infec¢do (BARDIN ¢ HUANG, 2001;
HEGEDUS e RIMMER, 2005; DHINGRA et al., 2009).

Para o controle de S. sclerotiorum ainda existem algumas barreiras, como
auséncia de cultivares resistentes para a maioria das culturas hospedeiras de importancia
econdomica (BARDIN e HUANG, 2001). O controle quimico pode ser ineficiente devido as
dificuldades em realizar uma aplicagdo com boa cobertura das plantas e coincidir com a
liberagdo de ascosporos (MORTON e HALL, 1989). Segundo Mueller et al. (2002), mesmo
com essas dificuldades, a aplicagdo de fungicidas pode auxiliar no gerenciamento das taticas
de controle, reduzindo significativamente o ntimero de esclerodios viaveis e podendo ser
introduzida como medida preventiva, por meio de tratamento de sementes e aplicacdo durante
o periodo vegetativo ou reprodutivo. Esta flexibilidade em funcdo das épocas de aplicagdo

pode beneficiar na reducgdo da incidéncia da doenga.
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No entanto, métodos alternativos de controle vém sendo desenvolvidos com
objetivo de complementar o uso de fungicidas, como o controle biologico (FERNANDES et
al., 2006). Em periodos anteriores, o objetivo do controle de doengas de plantas era eliminar
completamente o patdgeno com o uso continuo de produtos quimicos, muitas vezes, de modo
indiscriminado e sem mensurar as consequéncias posteriores. Essa pratica levou a
modificagdes no ambiente, como o surgimento de patdgenos resistentes, ocorréncia de surtos
de doencas consideradas anteriormente secundarias, redu¢do da populagdo de microrganismos
benéficos, e efeitos deletérios (nocivos) ao homem, aos animais ¢ ao ambiente, devido ao
acumulo de residuos no solo, na dgua e nos alimentos (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).

O controle biologico vem recebendo destaque devido a utilizagdo de
microrganismos ndo fitopatogénicos como fungos e bactérias, para o biocontrole da doenga,
bem como na destruicdo de estruturas de resisténcia como os esclerodios (ETHUR et al.,
2006). Esse método de controle pode manter o equilibrio no agroecossistema, de modo que o
hospedeiro, quando na presenca do patdgeno, nao sofra danos significativos (GRIGOLETTI
JUNIOR et al., 2000).

Os fungos do género Trichoderma sdo caracterizados como micoparasitas
de S. sclerotiorum, capazes de colonizar micélios e esclerédios (HUANG e ERICKSON,
2008). A eficiéncia desse fungo para o controle de fitopatogenos ¢ observada, principalmente,
em relagdo aqueles com estruturas de resisténcia dificeis de serem atacadas por
microrganismos como esporos, esclerédios, clamidosporos e microesclerédios (MELO,
1996).

Esses fungos s3o produtores de muitos metabolitos, considerados
importantes antibidticos (VINALE et al., 2008). Weidling (1934) foi o pioneiro em relatar a
produgdo desses metabdlitos produzidos pelo Trichoderma spp., descobrindo o potencial
desse fungo como agente de controle biologico devido ao mecanismo de interacdo de
antibiose. Produzem metdbolitos como peptaibois e peptideos N-acilados (DANIEL e
RODRIGUES FILHO, 2007), assim como konigininas e fosfolipases A, (SOUZA et al.,
2008).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o controle quimico por
meio de fungicidas ¢ o controle bioldgico por meio de Trichoderma sp., no crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum, germinagdo dos apotécios ¢ dos ascosporos, e controle
do mofo branco em condi¢des de campo, para elucidar questdes basicas que auxiliem no

desenvolvimento de taticas para o controle integrado do mofo branco na cultura da soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DA SOJA

A soja é uma planta pertencente a classe Magnoliopsida, ordem Fabales,
familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideae, género e espécie, Glycine max. O
género Glycine tem varias espécies originarias das regides como Africa, Asia oriental e
Australia. Existem relatos de que a domesticagcdo da soja teve inicio ha cerca de 1100 anos
a.c., na regido nordeste da China, logo introduzida na Coréia, Japao, Europa, América do
Norte, até chegar ao Brasil. Os primeiros relatos sobre a soja no Brasil datam de 1882, na
Bahia (SEDIYAMA et al., 2009).

A producdo brasileira de soja vem crescendo e se difundindo pelo Brasil
desde 1970, avancando do sul do Pais para o sudeste, centro-oeste, norte ¢ nordeste. Nas
safras de 2006/07 a 2010/11, as participacdes dos estados t€ém variado em relagdo a produgao
de soja. Mato Grosso e Parand aumentaram sua producdo e mantiveram as primeiras posigoes.
Enquanto os Estados de Goiés, Bahia, Maranhdo, Santa Catarina e Tocantins melhoraram suas
participagdes. Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais ¢ Sao Paulo tiveram
comportamento contrario. Os onze estados citados sdo responsaveis por 97% da produgdo do
pais, tendo representantes em todas as regides. Os outros 16 estados aumentaram sua
participacdo de 1,8% para 2,8% (EPAGRI, 2011).

A introducdo da soja no cerrado brasileiro foi possivel mediante selecao
genética de linhagens com alelos que condicionam floragao tardia, alta tolerancia ao aluminio
e uso eficiente de cdlcio. A identificacdo e selecdo de gendtipos com periodo juvenil longo
possibilitaram a exploracdo do potencial produtivo da cultura nessa regido, por permitir um
periodo vegetativo maior e consequentemente, maior acimulo de matéria seca, resultando em
maiores produtividades de graos (DESTRO et al., 2001).

A soja apresenta grande diversidade genética e morfolégica devido ao
grande numero de cultivares, proveniente dos programas de melhoramento genético que
visam genotipos mais produtivos, resistentes a pragas, doencas e adaptados a diversas
condigdes edafoclimaticas (NOGUEIRA et al., 2009).

E a mais importante fonte de proteina e 6leo vegetal no mundo, em fungio
da qualidade e baixo custo de producdo (WILCOX, 1987). Em geral, possui 40% de proteina
e 20% de oleo, sendo que o teor médio das cultivares no Brasil ¢ de 38% de proteina e de 19%

de 6leo (SEDIYAMA et al., 2009).
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Nas ultimas trés décadas foi a cultura que apresentou maior expansao no
Brasil, e hoje corresponde a 49% da area plantada em graos do pais. A tecnificacdo dos
produtores e os avangos tecnologicos no manejo da cultura sdo responsdveis por esse aumento
da produtividade. O uso crescente na alimentacdo humana e fabrica¢ao de ragdes para animais
também influenciaram nesse aumento. A soja ¢ considerada um produto de destaque na
agricultura nacional e na balanca comercial. O cultivo de soja no pais tem se orientado para
atingir padrdes com praticas de agricultura sustentavel, através da utilizacdo de técnicas como
o plantio direto e sistemas de integragdo-lavoura-pecudria. Técnicas que possam maximizar o
uso intensivo da terra, reduzindo a necessidade de exploragdo de novas areas para o cultivo,
consequentemente contribuindo para preservacdo do meio ambiente. Constitui-se também
como alternativa na fabricacdo do biodiesel, que sdo combustiveis que podem reduzir as
emissOes dos gases poluentes responsaveis pelo efeito estufa na atmosfera (MAPA, 2011).

A producdo mundial da cultura da soja na safra 2010/11 foi de 263,5
milhdes de toneladas, sendo o Brasil o segundo maior produtor, responsavel por cerca de 28%
desse volume, com producdo de 74,5 milhdes de toneladas. Entre os Estados brasileiros a
maior producdo foi no Mato Grosso com 20,4 milhdes de toneladas, em seguida o Parana com
15,4 milhdes e Rio Grande do Sul com 11,6 milhdes de toneladas. O Brasil é auto-suficiente
na producdo de soja, com exportacdo de 31,8 milhdes de toneladas e consumo de 39,1
milhdes de toneladas, do total de 74 milhdes de toneladas produzidos na safra 2010/11. As
exportacdes brasileiras se diferenciam por produto em relagdo ao seu destino, pois no ano de
2010, o 6leo de soja brasileiro foi exportado para 148 paises, o farelo para 85 paises e o grao

para 80 paises (EPAGRI, 2011).

2.2 DOENCAS DA CULTURA DA SOJA

As doengas bidticas, na agricultura, sdo relatadas desde seu inicio e seus
agentes causais disseminaram-se com a pratica da monocultura. Mesmo as melhores praticas
para controle e as novas tecnologias de cultivo ndo sdo suficientes para resolver todos os
problemas fitopatologicos (CAVALCANTI et al., 2005).

A grande expansao de area cultivada proporcionou um aumento no niimero
e severidade das doencas que afetam a soja (HARTMAN et al., 1999). A cultura pode ser
colonizada por varios tipos de microrganismos, sendo que alguns estabelecem uma relagao
patogénica. Sdo conhecidos aproximadamente 125 microrganismos patogénicos a soja, mas

cerca de 40 sdo considerados de importancia econdmica. Alguns desses patogenos podem
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incidir ao mesmo tempo na lavoura em diferentes niveis, que variam de safra a safra
(SINCLAIR e BACKMAN, 1989; DHINGRA et al., 2009).

Roese et al. (2001) realizaram um levantamento de doengas na cultura da
soja mais comuns nos municipios da regido Oeste do Estado do Parana e foram identificadas
vinte ¢ um agentes causais de doencas, sendo quinze de etiologia fungica, um de etiologia
bacteriana, um de etiologia viral e quatro associadas a nematdides. Dentre essas doengas, as
mais frequentes foram mildio, oidio, crestamento bacteriano e galhas, causadas por M.
javanica e M. incognita. No teste de sanidade de sementes verificou-se que sementes das 16
cultivares de soja testadas, todas apresentaram Fusarium sp., Colletotrichum dematium e
Phomopsis sp.

Wrather e Koenning (2009) relataram as perdas causadas pela ocorréncia de
vinte quatro doengas na cultura da soja entre os anos de 1996 a 2007 nos Estados Unidos, as
quais provocaram aproximadamente 129,8 milhdes de toneladas de perda. Dentre elas, o mofo

branco causou perdas de 4,9 milhdes de toneladas.

2.3 MOFO BRANCO OU PODRIDAO BRANCA DA HASTE

O mofo branco ou podridio branca da haste ¢ causada pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (DHINGRA et al., 2009). Sobrevive na forma de esclerodios no solo
e em restos culturais, podendo germinar miceliogenicamente (BARDIN e HUANG, 2001).
Essa germinacdo ocorre na presenca de hospedeiros suscetiveis ou substratos formados por
tecidos mortos ou senescentes. A temperatura 6tima para o desenvolvimento do micélio situa-
se entre 18°C e 25°C. O esclerddio também pode germinar carpogenicamente formando
apotécios, que emergem na superficie do solo e liberam os ascdsporos. Em condicdes de alta
umidade relativa, normalmente, acima de 70% e temperatura ao redor de 20°C, os apotécios
podem liberam ascosporos durante varias semanas, os quais sao responsaveis pela infeccao da
parte aérea das plantas (LEITE, 2005).

Boland e Hall (1994) relataram o grande niimero de plantas hospedeiras de
S. sclerotiorum, as quais pertencem a 408 espécies de 278 géneros e 75 familias de plantas.

O fungo S. sclerotiorum foi descrito pela primeira vez por Anton de Bary
em 1884 (PURDY, 1979). Mas o primeiro relato da ocorréncia da doenca foi em 1921 no
Brasil, Estado de Sdo Paulo na cultura da batata (CHAVES, 1964). Em 1947 ocorreram
relatos da doenga na cultura da soja na Hungria (GRAU ¢ HARTMAN, 1999). No Brasil, até

o ano de 1976, o patogeno foi relatado atacando principalmente hortalicas, mas a partir da
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safra 1976-1977 no centro-sul do Parana, foi detectado em lavouras de soja. Na safra de 1982-
83, foi relatado na cultura da soja na regido do Alto Paranaiba (MG). Disseminou-se para o
Distrito Federal e regido, nos cultivos de verdo (soja) e de inverno (feijao), em sistema de
cultivo com piv6 central (NASSER e SPEHAR, 2001).

Em 1996, o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary também foi
identificado pela primeira vez como agente patogénico na cultura do algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.), cultivar Deltapine, irrigado sob pivo central, em Paracatu, MG. Foram
observados sintomas caracteristicos de murcha, necrose e podridao umida da haste, do peciolo
da folha e da maga. No interior do capulho, em 95% das plantas inspecionadas, foram
observados micélios brancos de aspecto cotonoso e esclerodios escuros irregulares do
patégeno. Apartir do isolado do patdégeno realizou-se o teste de patogenicidade em
algodoeiro, na cultivar Deltapine, de onde o patdégeno foi reisolado, completando-se, assim, os
postulados de Koch (CHARCHAR et al., 1999).

Bueno et al. (2005) relataram a ocorréncia de S. sclerotiorum em Aster
ericoides L. da familia Asteracea, uma planta ornamental perene originaria da América do
Norte, muito cultivada em jardins, vasos ou como flores de corte.

Homechin (1982) relatou plantas daninhas como hospedeiras de S.
sclerotiorum, como erva-mate (Borreria alata Aubl), corda de viola (Ipomoea nil (L.) Roth),
amendoim bravo (Euphorbia heterophylla L.) e caruru (Amaranthus deflexus L.).

Atualmente, o fungo S. sclerotiorum esta disseminado em todo o pais, com
maior incidéncia principalmente nos estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, em locais que
apresentam condicdes climaticas favordveis ao patéogeno, ou seja, alta umidade relativa e
temperatura amena, caracteristico de regides acima de 800 m de altitude (ALMEIDA et al.,
2005; ITO e PARISI, 2009).

Na cultura da soja, ¢ uma doenca que provoca grandes perdas,
principalmente nos cultivos sob irrigagdo por aspersao (DHINGRA et al., 2009). Segundo
Wrather e Koenning (2009), causou perdas de 4,9 milhdes de toneladas nos anos de 1996 a
2007 nos Estados Unidos. Em Estados brasileiros tiveram relatos de areas com cultivo de
soja com 45% de contaminacao pelo fungo, na safra de 2008-09 (ITO e PARISI, 2009).

A disseminacdo da doenca ¢ facilitada pela contaminagao de sementes ou
graos com esclerédios do fungo, que sdo dificeis de separar durante a colheita e
beneficiamento. Durante o desenvolvimento da cultura, a fase mais vulneravel ¢ a floracao
plena R2 e o inicio de formagdo das vagens (R3), ambos de acordo com a escala de Fehr e

Caviness (1977). O ambiente ideal para o desenvolvimento da doenga ¢ a alta umidade
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relativa e temperaturas entre 10°C a 21°C. Dependendo da ocorréncia de condigdes ideais
para o patogeno nos estadios inicias da cultura, pode ocorrer tombamento pré e pds-emergente
de plantulas de soja (DHINGRA et al., 2009). Essas condi¢des de alta umidade e temperatura
amena, normalmente, sdo observadas durante a cultura da soja, principalmente, sob condi¢des
de excesso de precipitacdo aliado a temperaturas moderadas (LEITE, 2005).

Como sintomas caracteristicos t€ém-se a podriddo umida coberta por um
micélio branco cotonoso na superficie do tecido do hospedeiro (CARDOSO, 1990).
Inicialmente sdo manchas de anasarca que, posteriormente, passam para coloracdo castanho
claro e logo desenvolvem abundante formag¢do de micélio. Em alguns dias, o micélio
transforma-se numa massa compactada, rigida e de coloracdo escura, os esclerodios. Esses
podem ser formados externamente na superficie da planta e no interior da haste e vagens
infectadas (ALMEIDA et al., 2005).

A produgdo de graos ou sementes em sistemas irrigados ou de sequeiro nos
cerrados tém enfrentado grandes problemas devido a acorréncia do mofo branco. Por esse
motivo, um novo método de deteccdo de S.sclerotiorum foi desenvolvido para obter
resultados de modo mais rapido. Desenvolveu-se um meio de cultura denominado neon, capaz
de identificar o patdgeno por meio da mudanca de coloragdo (PERES et al., 2002). O método
foi considerado bastante eficiente na detec¢do de S. sclerotiorum em sementes de feijao e

soja, em trabalhos desenvolvidos na Embrapa Cerrados (NASSER et al., 1999).

2.4 CONTROLE DA DOENCA

O controle integrado de doengas ¢ a adocdo conjunta de diferentes métodos,
como uso de sementes sadias, erradicagdo de plantas com sintomas, rotacdo de culturas,
manejo da fertilidade e da irrigag@o, controle quimico e plantio de cultivares resistentes que,
quando empregados de forma conjunta, resultam em maior eficiéncia no controle e
representam menor custo financeiro e ambiental (AGRIOS, 2005; SILVA, 2006).

E praticamente impossivel erradicar o fungo S. sclerotiorum das areas
infestadas, mas existem vdrias praticas culturais que podem auxiliar no manejo integrado do
mofo branco, permitindo o cultivo com produtividade (GORGEN et al, 2010). Praticas como
sombreamento da lavoura, espacamento de plantas, densidade de semeadura, arquitetura da
planta e utilizagdo de palhada densa, que representa uma das principais ferramentas no
controle fisico por agir sobre a germinacdo dos esclerddios e por reduzir a formacdo de

apotécios (FURLAN, 2009).
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Em areas com ocorréncia da doenca recomenda-se fazer rotagcdo e sucessao
da soja com culturas como milho, aveia branca ou trigo e eliminar plantas daninhas
hospedeiras do patdgeno (ALMEIDA et al., 2005).

A utilizacdo de sementes certificadas diminuem os riscos de introdu¢do do
patdbgeno na area, assim como a realizagdo do tratamento das sementes com fungicidas
(HENNING et al., 2009).

A cobertura de palhada sobre o solo das areas cultivadas também pode
minimizar os danos causados pelo patdgeno. Gorgen et al. (2009) avaliaram os efeitos da
cobertura vegetal com palhada de Brachiaria ruziziensis e aplicagdo de Trichoderma
harzianum. Nos tratamentos sobre palhada verificou-se redugdo de até 98% de apotécios,
consequentemente, houve redugdo da incidéncia da doenca, constatando-se a eficiencia e
viabilidade do uso da palhada de B. ruziziensis para o controle do mofo-branco na cultura da
soja em areas de Cerrado.

O aumento do espagamento para reducdo do mofo branco tem sido uma
recomendacao (FURLAN, 2009; ALMEIDA et al.,, 2005). No entanto, em um trabalho
desenvolvido por Napoledo et al. (2006) sobre a intensidade do mofo branco sob diferentes
espacamentos e cultivares de feijoeiro observou-se que a porcentagem de plantas infectadas e
a severidade da doenca ndo diferiram estatisticamente quanto ao héabito de crescimento da
cultivar, ao espagamento ou a interacao entre eles.

A eficiéncia do controle quimico e biolégico do mofo branco depende
principalmente da época e modo de aplicacdo. As pulverizacdes devem ser realizadas
uniformemente, com boa distribuicado nos tecidos da planta e, se possivel, alcancando a
superficie do solo, onde surgem os apotécios. A primeira pulverizacdo deve ser feita
preventivamente na abertura das primeiras flores, no estadio R1, quando normalmente podem
surgir os primeiros apotécios. Deve ser realizada quando ha historico da doenga na area e as
condigdes forem favoraveis. Além disso, a qualidade da aplicagdo do produto quimico ou
bioldgico ¢ tdo importante quanto a época, porque € preciso atingir as partes inferiores da
planta e a superficie do solo, além de proteger as flores para uma maior eficiéncia (FURLAN,

2009).

2.5 CONTROLE QUIMICO

As doencas causadas por fungos formadores de esclerédios apresentam

grande dificuldade de controle com aplicagdo de fungicidas, ¢ o custo de aplicagao,
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geralmente, faz com que o uso de fungicidas seja inviavel. Alguns fungicidas considerados
eficientes para controle em condig¢des de laboratério e casa de vegetacdo, quando empregados
a campo podem ndo apresentar a mesma eficiéncia, tendo como provaveis causas o contato
inadequado do fungicida com os esclerodios e necessidade de elevadas dosagens para
inviabiliza-los (COLEY-SMITH e COOKE, 1971).

O controle quimico pode ser ineficiente devido as dificuldades em realizar
uma aplica¢do com boa cobertura das plantas e coincidir com a liberagdo de ascdsporos. No
entanto, o nivel de controle esta diretamente relacionado com o ntimero de flores no dossel
das plantas que sdo atingidas pelo fungicida, assim como os esclerddios e apotécios no solo
(MORTON e HALL, 1989), pois segundo Almeida et al. (2005) as infecgdes iniciam-se com
mais frequéncia a partir das inflorescéncias.

Mesmo com todas essas dificuldades, a aplicacdo do controle quimico
auxilia no gerenciamento das taticas de manejo da doenca e apresenta uma flexibilizagdo das
épocas de aplicacdo, quando comparado aos métodos de controle cultural (MUELLER et al.,
2002).

O uso de fungicidas se torna mais importante quando outras medidas ndo
sdo suficientes para assegurar o controle (FURLAN, 2009). Segundo Bardin e Huang (2001),
devido a falta de cultivares resistentes a doenca, a utiliza¢ao do controle quimico por meio da
aplicacdo de fungicidas, tem sido um método eficiente para redu¢do do mofo branco.

Smith et al. (2008) obtiveram resultados positivos do controle quimico da
Sclerotinia sclerotiorum na cultura do amendoim, assim como Vieira et al.(2001) e Vieira et
al. (2003) na cultura do feijoeiro, Costa ¢ Costa (2004) em trabalhos in vitro, Nunes Junior
(2011), Campos et al. (2011) e Jaccoud Filho et al. (2011) na cultura da soja.

Mueller et al. (2002) desenvolveram um trabalho sobre a eficiéncia de
fungicidas sobre a S. sclerotiorum em varias cultivares de soja. Foram testados os fungicidas
benomil, tebuconazole, tiofanato metilico e vinclozolina, in vitro e em campos experimentais.
Nas cultivares onde a incidéncia da doenga em campo foi alta, ndo foi observado controle
consistente da doenga, no entanto, em baixa incidéncia da doenca as aplicagdes controlaram
até 50%.

Nunes Junior et al. (2011) avaliaram a eficacia de fungicidas no controle de
mofo branco na cultura da soja no Estado de Goids e relataram a redu¢do da doenga quando
aplicado os fungicidas procimidona, fluzinam, fluopyram, dimoxystrobina+boscalid e

picoxystrobina+nimbus.
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A utilizagdo do tratamento de sementes com fungicidas também ¢&
recomendado para redugédo da S. sclerotiorum (TU, 1989; ALMEIDA et al., 2005; HENNING
et al., 2009). Vrisman et al. (2011) relataram o controle de 95% do patdgeno por meio de

tratamento de sementes com fungicidas.

2.6 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico, considerado como método alternativo de controle,
vem recebendo destaque para o biocontrole de S. sclerotiorum (ETHUR et al., 2005). Trata-se
da préatica da redugdo do inoculo dos fitopatdgenos ou das atividades determinantes da doenca
provocada por esses nos seus estados de atividade ou dorméncia. Ocorre pela agdo de um ou
mais organismos de forma natural ou pela manipulagdo do ambiente, do hospedeiro ou do
antagonista. Um ou mais agentes de biocontrole sdo introduzidos por meio de praticas
agricolas que tornem o ambiente favoravel a esses. Pode-se ainda adequar o hospedeiro as
atividades antagdénicas dos microrganismos, pela introdu¢do de massas de antagonistas,
linhagens ndo patogénicas ou outros organismos ou agentes benéficos (BIZI, 2007). Segundo
Bettiol e Ghini (1995), a defini¢do mais simples e direta do controle bioldgico é o controle de
um microrganismo através de outro microrganismo.

A utilizacdo desse método de controle natural de doencas de plantas e
pragas se destaca no agronegocio pela substituicdo ou complementagdo dos produtos
quimicos. A aplicagdo melhora e/ou aumenta a qualidade do produto agricola e contribui para
a preservacao dos recursos naturais, aumentando a sustentabilidade dos agroecossistemas sem
causar polui¢do ambiental (PEIXOTO, 2005). Segundo Agrios (2005) existe a relacdo entre a
supressao de doenca de planta e a diversidade ou abundancia da comunidade microbiana.

Em épocas que datam de, aproximadamente, 4000 a.C., quando ocorria
baixa produtividade, os chineses deixavam o solo sob repouso, para aumentar intuitivamente
as chances da recuperagdo da populagdo de antagonistas (KHAN et al., 1971).

Cook e Baker (1983) relataram o costume de se recorrer a procedimentos
curiosos para tratamento de ferimentos de podas de arvores, como aplicacao de fezes e urina,
pincelamento de mistura de esterco, cal e cinza, e até¢ a vedagao do ferimento com lama. Esse
material aplicado continha uma diversidade de microrganismos desconhecidos, mas que, de
alguma forma, exerciam antagonismo contra os patdogenos-alvo.

As primeiras pesquisas envolvendo a introdugdo consciente de antagonistas

para controle biologico de doengas de plantas tiveram inicio no século XX, entre as décadas
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de 1920-1940 (ROMEIRO, 2007). Hartley (1921) introduziu fungos previamente
selecionados em viveiros de mudas de esséncias florestais para controle de tombamento.
Henry (1931) selecionou actinomicetos, bactérias e fungos para aplicagdo em solo estéril, para
conferir protegao relativa de plantas de trigo frente a Helminthosporium sativum.

A microbiota presente no solo ou no substrato pode exercer efeitos diretos e
indiretos na produtividade e na qualidade dos produtos agricolas (SIQUEIRA e FRANCO,
1988).  As populagdes microbianas nativas, presentes em substratos para mudas
desempenham fungdes similares as do solo, seja decompondo os residuos organicos com
liberagdo de nutrientes e CO,, seja produzindo e liberando substincias estimuladoras do
crescimento vegetal, seja estabelecendo simbiose mutualista com plantas ou realizando
controle bioldgico de pragas e doengas (SILVEIRA et al., 2002).

Como mecanismos de controle bioldégico de fitopatdgenos por
microrganismos antagdnicos, estdo envolvidos processos como antibiose, competicao,
parasitismo, indu¢cdo de mecanismos de resisténcia e premunizacado (BEDENDO et al, 2011).
Na antibiose, a interacdo dos microrganismos resulta na produ¢do de metabdlitos de um dos
microrganismos com efeito antagénico sobre outro, usualmente denominados antibidticos. A
competicao resulta da interagdo entre dois ou mais organismos, os quais disputam o mesmo
substrato, espago ou oxigénio ¢ no parasitismo (BETTIOL e GHINI, 1995). A inducao de
mecanismos de resisténcia refere-se a ativagao dos mecanismos latentes de resisténcia de uma
planta por meio de agentes externos bidticos. Premunizacdo ¢ um fendmeno exclusivo de
virus e consiste na prote¢do de uma planta contra o patdégeno pela colonizagdo antecipada
dessa planta por uma estirpe fraca do mesmo patogeno (BEDENDO et al, 2011). Esses
mecanismos podem ocorrer de modo simultdneo, durante o ciclo de vida do antagonista. A
capacidade para produzir substancias e o efeito fungicida ou fungistatico podem variar entre
espécies e isolados da mesma espécie. Antes de lancar mao de estratégias para aumentar a
efetividade desses agentes, ¢ importante conhecer quais sdo as caracteristicas passiveis de
manipulacdo para tornar o biocontrole vidvel (MARTINS-CORDER e MELO, 1998).

A aplicacdo de micoparasitas para atacar esclerddios e reduzir a populagao
no solo ¢ uma forma de biocontrole, ¢ o sucesso deste método de controle depende da

manutengao e estabelecimento da populacao dos antagonistas (BIN et al., 1991)
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2.6.1 Trichoderma spp.

O género Trichoderma tem ampla distribuicdo no mundo, em praticamente
todos os tipos de solos e habitats naturais, especialmente, naqueles que contém ou sdo
formados de matéria organica. Trata-se de um microrganismo necrotréfico que tem
apresentado grande eficacia no controle de inimeros fungos fitopatogénicos (MELO, 1998).
Na sua fase teleomorfica, ¢ classificado como ascomiceto da ordem Hypocreales e género
Hypocrea (MASSOLA JUNIOR e KRUGNER, 2011). Sao microrganismos de vida livre que
sdo altamente interativos nos solos, nas raizes e superficie foliar. Evoluiram como simbiontes
de plantas oportunistas, proliferando, competindo e sobrevivendo em solos e outros
ecossistemas complexos. Sdo capazes de colonizar as raizes, invadindo as camadas
superficiais da raiz, porém sem penetracdo, pelo menos em parte. Mas podem provocar
reacOes de defesa da planta. Apesar de aparentemente terem a capacidade de atacar plantas,
eles sdo geralmente avirulentos. As reagdes de defesa das plantas podem tornar-se sistémicas
e proteger a planta de uma série de fitopatogenos, mesmo quando o Trichoderma spp. cresce
somente nas raizes. Essa colonizac¢do da raiz também pode aumentar o crescimento das raizes
e da planta toda, aumentando assim a produtividade. Fungos desse género ajudam as plantas,
aumentando a absor¢do de nutrientes, indicando uma interacao de simbiose ao invés de uma
relagdo parasitdria (HARMAN et al., 2004). Suas colonias desenvolvem-se rapidamente,
inicialmente com superficie lisa, quase translicida, tornando-se posteriormente flocosas ou
compactas. A coloracdo da colonia ¢ varidvel com tons de verde, amarelo, amarelo
esverdeado e, por vezes, com tonalidade muito clara (GAMS e BISSET, 1998). A coloragdo ¢
conferida pela pigmentacdo e pela quantidade de conidios produzidos, podendo ainda ser
influenciada pelo pH e componentes do meio de cultivo. Seu micélio compde-se de hifas
hialinas bem ramificadas com parede lisa. Na maioria das espécies, ocorre a formacao de
clamidésporos, que sdo esporos assexuais, intercalados nas hifas e ocasionalmente terminais
(MELO, 1991; HOWELL, 2003).

Todas essas caracteristicas, como crescimento em meios de cultivo,
produgdo de micélio aéreo esparso, com pustulas conidiogénicas brancas ou verdes, tipo de
ramificacdo dos conididéforos e modo de disposicdo das fialides, sdo empregadas na
classificacdo e identificagdo das espécies do género (BISSET, 1991).

Tem sido considerado um micoparasita ideal para o controle de

fitopatdogenos por apresentar caracteristicas como ser indcuo ao ser humano, ndo causar
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impactos negativos ao meio ambiente e ter estruturas de reproducdo de facil propagacdo
(MELO, 1996).

Atua como antagonista, por meio de mecanismos de antibiose produzindo
metabolitos volateis ou ndo, de micoparasitismo e de competi¢do por espaco, nutrientes e
oxigénio (HJELJORD e TRONSMO, 2005). Segundo Martins-Corder ¢ Melo (1998), a
capacidade para produzir tais metabolitos e o seu efeito fungistatico pode variar entre espécies
e entre isolados da mesma espécie. Podem competir com outros microorganismos, por
exsudados de sementes que estimulam a germinacdo de propagulos de fungos fitopatogénicos
de plantas.

Um alto grau de adaptabilidade ¢ observado em isolados dentro do género
Trichoderma, pois esses fungos sdo comuns em solos do mundo todo, podendo ser encontrado
em diferentes solos e condigdes ambientais. Esta variagdo consideravel, juntamente com sua
capacidade ao cultivo em quaisquer substratos, faz com que os isolados de Trichoderma
sejam bons antagonistas para uma variedade de aplicagdes no controle biologico. No entanto,
a caracterizagdo genética desse género ainda ¢ incompleta, e as classificagcdes morfoldgicas
sdo insuficientes. O potencial dos agentes de controle biolégico com suas caracteristicas
antagonicas pode ser identificado e analisado para utilizagdo em aplicagdes especificas.
Mesmo apds uma selegdo cuidadosa, os materiais isolados como melhores antagonistas,
podem mostrar desempenho varidvel em ensaios de campo (HJELJORD e TRONSMO,
2005).

Mesmo com algumas dificuldades, o uso de Trichoderma, em geral
apresenta resultados positivos em relacdo ao controle de patdgenos radiculares como
Sclerotium rolfsii, Rosellinia, Pythium, Rhizoctonia e Sclerotinia. Esse biocontrolador pode
afetar a viabilidade de esclerddios e parasitar as hifas de Rhizoctonia solani, através da
produgdo de uma gama de enzimas liticas ¢ de antibidticos. No entanto, para o controle
biologico de Pythium deve haver um cuidado especial, pois os propagulos desse patdgeno
respondem rapidamente aos exudados das sementes em germinacdo e a penetragdo no tecido
do hospedeiro pode ocorrer antes do antagonista se desenvolver na espermosfera. No caso do
Fusarium, o ataque ocorre vagarosamente, sendo menos importante na espermosfera e mais
agressivo no hipocotilo. Nesse contexto, o uso de agentes de biocontrole requer métodos de
aplicacdo e doses adequadas para garantia da prote¢do em cada caso (MELO, 1996).

Estudos realizados comprovam a eficiéncia de isolados de Trichoderma
como antagonistas de Rhizoctonia solani (HENIS et al., 1978; CHET e BAKER, 1980; ELAD
et al., 1982; ASRAN-AMAL et al. 2005), como no caso de Hadar et al. (1979) que obteve um
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isolado de Trichoderma que atacava diretamente o micélio do patdégeno e quando aplicado no
solo reduzia a acorréncia de tombamento de plantas de feijao, berinjela e tomate. Segundo
Ridout et al. (1986), o Trichoderma spp. libera B-(1,3) glucanase ¢ quitinase, e enzimas dos
complexos celuloliticos (exo e endo- B-1-4-glucanase, B-glucosidase) e hemiceluloliticos
(xilanase e B-xilosidase). Trichoderma virens produz um grupo de metabdlitos, os quais
apresentam atividade bioldgica que podem ser reguladores de crescimento de plantas,
antimicrobianos, herbicidas, micotoxinas ou medicamentos (MACIAS et al., 2000).
Peptaibois e peptideos N-acilados sdo metabolitos, frequentemente, produzidos por
Trichoderma spp., sendo essas substancias caracterizadas por possuir elevada taxa de
aminoacidos alfa-dialquilados, que sdo ativos contra bactérias gram-positivas (DANIEL e
RODRIGUES FILHO, 2007). Wiest et al. (2002) desenvolveram um trabalho sobre
identificacdo de peptaibois e relataram uma caracterizagdo preliminar do peptaibol sintetase
de Trichoderma virens.

Além disso, eles inibem ou degradam pectinases € outras enzimas que sao
essenciais para fungos fitopatogenos de plantas (HARMAN et al., 2004). O Trichoderma spp.
pode ainda atuar como promotor de crescimento e florescimento de plantas, melhorando o
rendimento de graos (MELO, 1996). Também pode conferir velocidade e maior porcentagem
da germinacdo de sementes, aumento do peso seco e da altura das plantas (OKLEIFELD e
CHET, 1992; LYNCH et al., 1991; MELO, 1996).

Kerkeni et al. (2007) relataram a reducdo significativa do tombamento na
cultura do pepino através do uso de biocontroladores como Trichoderma spp. Assim como
Bettiol (2006), que relata a eficiéncia desse antagonista no controle de Pythium sp., bem
como, Datnoff et al. (1995); Larkin e Fravel (1998); e Cotxarrera et al. (2002) que relataram a
reducdo significativa dos danos causados por Fusarium oxysporum.

Segundo estudos de Ethur et al. (2001) de selecdo de isolados de
Trichoderma spp., esses apresentam grande potencial antagénico em relagdo a S.
sclerotiorum, reduzindo o desenvolvimento de esclerddios no solo e os danos causados pelo
patogeno.

Trabalhos de Fernandes et al. (2006) constataram uma grande variabilidade
de isolados de Trichoderma spp. permitindo uma sele¢do de individuos com caracteristicas
especificas para uma condi¢do desejada de antagonismo. Foram constatadas diferencas
significativas entre varios isolados de Trichoderma em relagdo a capacidade de inibir a

germinagao e parasitar esclerddios de S. sclerotiorum em condi¢des de temperatura amena.
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Varios outros trabalhos relatam o potencial do Trichoderma contra S.
sclerotiorum, como Menendez e Godeas (1998), Abdullah et al. (2008), Gorgen et al. (2009),
Louzada et al. (2009), Paula Junior et al. (2009), Figueirédo et al. (2010), Carvalho et al.
(2011), dentre outros. No entanto, ainda existem muitos obstaculos em relagdo a padronizagao
dos materiais utilizados, que seguem desde as etapas de selecdao dos agentes de biocontrole até
a formulacdo dos produtos para vendas em larga escala, e a vulnerabilidade do
estabelecimento desses quando aplicados em condi¢des de campo. O processo de selecao
desses microrganismos de forma localizada para diferentes regides e climas especificos,
poderia facilitar o estabelecimento desses quando aplicados em locais ou regides de maior
favorabilidade em relagdo a temperatura, umidade, precipitacao, condi¢cdes quimicas e fisicas
do solo. Assim como, desenvolver indculos com maior resisténcia e protecdo fisica
(peletizacdo). Dessa forma a utilizagdo do controle bioldgico se tornaria uma tatica de

controle mais eficaz, principalmente quando em associagdo a outras medidas de controle.
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3ARTIGO A

INIBICAO DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM POR FUNGICIDAS IN VITRO E O
CONTROLE QUIMICO DO MOFO BRANCO NA CULTURA DA SOJA

Resumo: O mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum esta disseminado na
maioria das regidoes produtoras de soja do Brasil e provoca perdas de milhdes de toneladas
anuais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito in vitro de fungicidas na inibi¢ao
de S. sclerotiorum ¢ avaliar o controle quimico do mofo branco na cultura da soja. Foram
desenvolvidos quatro ensaios, sendo 1) inibigdo do crescimento micelial in vitro de S.
sclerotiorum sob diferentes concentragdes de fungicidas, 2) inibicdo da germinagdo
carpogénica, 3) inibi¢cdo da germinacdo de ascésporos e 4) controle do mofo branco na cultura
da soja em condigdes de campo. Os tratamentos avaliados foram fluazinam, procimidona,
iprodione, tiofanato metilico, carbendazim, cloreto de benzalconio + fluazinam e um produto
comercial a base de Trichoderma harzianum. Para inibi¢do do crescimento micelial e inibi¢do
da germinagdo carpogéncia, o fluazinam foi o unico fungicida com inibicdo de 100%
(p<0,05). Na inibi¢ao da germinag¢ao dos ascOsporos, o procimidona e o cloreto de
benzalcOnio apresentaram inibicdo de 13,5 e 13,9%, respectivamente. Esses mesmos
fungicidas foram os mais eficientes na redugdo da producdo de ascOsporos/apotécio
representando 65,6% e 82,4%. O fluazinam, o procimidona e o cloreto de benzalconio +
fluazinam apresentaram maior eficiéncia (p<0,05) no controle do mofo branco em condi¢des
de campo, quando aplicados no inicio do florescimento e 15 dias apds. Na safra 2009-10,
esses trés fungicidas reduziram a incidéncia do mofo branco, em 71, 73 e 73%,
repectivamente, em comparacdo com a testemunha. Na safra 2010-11, reduziram a incidéncia
em 77,75 e 77% respectivamente.

Palavras-chave: Glycine max. Ascosporo. Esclerodio. Apotécio. Trichoderma sp.

Abstract: Sclerotinia sclerotiorum white mold is widespread in most regions of soybean
production in Brazil and causes production losses of millions tons annually. The present paper
evaluates the effect of fungicides on S. sclerotiorum inhibition and the damage caused by the
fungus in soybean. Tests were developed about, 1) different concentrations of fungicides on
mycelial growth inhibition of S. sclerotiorum, 2) carpogenic germination inhibition, 3)
ascospores germination inhibition and 4) white mold control in soybeans under field
conditions. Treatment evaluated was fluazinam, procymidone, iprodione, thiophanate methyl,
carbendazim, fluazinam + benzalkonium chloride and Trichoderma sp. biological treatment..
Fungicide fluazinam was the only one inhibit 100% (p<0.05) the S. sclerotiorum mycelial
growth and carpogéncia germination inhibition. Procymidone and benzalkonium chloride
inhibit ascospores germination by 13,5 and 13,9%, respectively. These same fungicides were
most effective to reduce the production of ascospores per apothecia, reducing 65,6% and
82,4%.Fluazinam, procymidone and benzalkonium chloride + fluazinam were more efficient
(p<0,05) on white mold control under field conditions, when treated twice during the
flowering in interval of 15 days. These fungicides have reduced disease incidence by 71, 73
anda 73% compared to control, in the 2009-10 crop. In 2010-11 crop, white mold incidence
reduced by 77, 75 and 77%, respectively.

Keywords: Glycine max. Ascospore. Sclerotia. Apothecia. Trichoderma sp.
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3.1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢é considerado um dos
patdgenos mais destrutivos, podendo infectar mais de 408 espécies, pertencentes a 278
géneros e 75 familias de plantas (BOLAND e HALL, 1994). Sobrevive na forma de
esclerodios no solo e em restos culturais, podendo germinar miceliogenicamente ou
carpogenicamente (BARDIN e HUANG, 2001). Para tanto, depende de condi¢des de
temperatura amena e alta umidade. Os apotécios possuem varias ascas € em condi¢des ideais,
liberam os ascosporos que infectam tecidos acima do solo, resultando em podriddo das hastes,
folhas, flores e vagens (DHINGRA et al., 2009).

A podriddo branca da haste ou mofo branco causado pelo fungo S.
sclerotiorum esta se tornando cada dia mais importante na cultura da soja (DHINGRA et al.,
2009), chamando a aten¢ao de produtores e pesquisadores em paises como Brasil (LOBO
JUNIOR e ABREU, 2000) e Estados Unidos, com perdas de aproximadamente 1,6 milhdes de
toneladas somente no ano de 2004 (WRATHER e KOENNING, 2009).

Os métodos convencionais para controle da doenc¢a incluem o manejo
cultural, uso de cultivares resistentes e controle quimico (BARDIN e HUANG, 2001). Com
relagdo ao controle quimico, existem alguns relatos sobre resultados inconsistentes devido a
algumas dificuldades nas aplicacdes (HUNTER et al., 1978; FERRAZ et al., 2003), mas
segundo Tu (1989) varios fungicidas sdo considerados eficientes para o controle do patdgeno,
com recomendagdo de aplicacdo durante a fase de florescimento. Mueller et al. (2002),
também, relataram o uso de fungicidas no manejo da doenga como uma tatica de controle,
devido a flexibilizagdo das épocas de aplicacdo, quando comparado aos métodos de controle
cultural.

Meétodos alternativos como o controle bioloégico também vém sendo
utilizados (HJELJORD e TRONSMO, 2005) por meio da aplicagdo de fungos como
Trichoderma spp. que ¢ caracterizado como um micoparasita de S. sclerotiorum, capaz de
colonizar micélios e esclerodios (HUANG e ERICKSON, 2008).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de fungicidas e de um
produto bioldgico a base de Trichoderma sp. na inibig¢do do crescimento micelial em
diferentes concentragdes, inibi¢do da germinagdo carpogénica, inibicdo da germinacdo de
ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum e controle do mofo branco na cultura da soja sob

condi¢des de campo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolamento dos Fitopatdgenos

O isolado de S. sclerotiorum foi obtido através da coleta de plantas doentes
em campos de producdo de soja, no municipio de Maua da Serra — PR. Os esclerodios
desenvolvidos nas plantas doentes foram retirados, submetidos a assepsia (3 min em alcool
50% e 3 min em hipoclorito de s6dio a 1%) e incubados por sete dias em meio de cultura
BDA (batata - dextrose — agar) acrescido de 33,0 mg de estreptomicina (FERRAZ et al.,
2003) a temperatura de 20 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apos a purificacdo do isolado,
foram produzidos esclerddios, os quais foram separados e armazenados a temperatura de 7,0 £
3 °C, para uso nos experimentos.

Nos isolados que apresentaram contaminag¢dao bacteriana foi utilizada a
metodologia de purificacdo com canudo plastico. Os canudos foram cortados em 0,5 cm de
comprimento e submetidos a assepsia. No centro de cada placa de Petri, um canudo foi
introduzido até a metade da profundidade total do meio de cultura. Os esclerddios, depois de
submetidos a assepsia, foram alocados dentro do canudo em contato com o meio de cultura.
Devido ao crescimento superficial no meio de cultura, o crescimento bacteriano se limita pela
barreira fisica (canudo) e mantém-se na parte interna do canudo, enquanto o micélio do fungo
S. sclerotiorum penetra ¢ se desenvolve dentro do meio de cultura, sob o canudo, passando

para parte externa sem apresentar contaminagao bacteriana.

3.2.2 Inibigdo do Crescimento Micelial de S.Sclerotiorum por Fungicidas

Os produtos quimicos foram homogeneizados em meio cultura (BDA)
fundente, segundo a metodologia utilizada por Sarma et al. (2007). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos (sete produtos + testemunha)
e cinco repeticdes (placas de Petri), separadamente para cada concentragdo (0,1; 1,0; 10; 100 e
1000 puL de p.c.L™' em agua destilada).

Os tratamentos foram representados por T1 (testemunha), T2 (fluazinam),
T3 (procimidone), T4 (iprodione), T5 (tiofanato metilico), T6 (carbendazim), T7 (cloreto de
benzalconio + fluazinam) e T8 (produto comercial a base de Trichoderma harzianum). Apds o
preparo das placas com os tratamentos, um disco de coldnia de S. sclerotiorum de 8,0 mm de

diametro e sete dias de idade, foi repicado para o centro de cada placa. Posteriormente, as
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placas foram incubadas por 72 horas em camaras BOD a temperatura de 20 + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas. Nas placas testemunhas foi realizado o mesmo procedimento exceto
a adi¢do do produto.

Apo6s o periodo de incubacdo realizou-se a avaliagdo da porcentagem de
inibigdo do crescimento micelial da S. sclerotiorum foi realizado por meio da mensuragdo do

diametro médio das colonias em comparagdo com a testemunha.

3.2.3 Inibi¢do da Germinagao Carpogénica de S.sclerotiorum por Fungicidas

O teste foi realizado em caixas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), segundo a
metodologia de Costa e Costa (2004) com modificagdes em relagdo ao numero de
esclerddios/gerbox. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito
tratamentos (item 3.2.2) e quatro repeti¢des (gerbox). Inicialmente o solo foi peneirado,
umedecido e autoclavado por duas horas a temperatura de 120 °C e pressao de 1 atm. Apods a
completa secagem do solo em estufa a temperatura de 56 °C por 24 horas, as caixas foram
preenchidas com 200 mL de solo e 60 mL de agua destilada e esterilizada. Posteriormente,
foram alocados 100 esclerddios/gerbox sobre o solo e adicionado 40 mL de solo sobre os
esclerddios, formando uma camada de aproximadamente 2,0 mm de solo sobre esses.

As solugdes com os produtos foram preparadas nas doses recomendadas, em
frascos borrifadores de 60 mL. Os tratamentos e as doses utilizadas foram T1 (testemunha),
T2 (fluazinam - 1,0 L de p.f./ha), T3 (procimidone — 1,0 Kg de p.f./ha), T4 (iprodione — 1,0 L
de p.f./ha), TS (tiofanato metilico — 1,0 L de p.f./ha), T6 (carbendazin — 1,0 L de p.f./ha), T7
(cloreto de benzalconio — 1,5 L de p.f./ha + fluazinam — 1,0 L de p.f./ha) e T8 (produto
comercial a base de Trichoderma harzianum — 0,2 Kg de p.f./ha). Foram borrifados
aproximadamente 240 uL da solu¢do em cada gerbox (200 L/ha) e incubados a temperatura
de 20 £ 2 °C, por 45 dias e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente). Inicialmente avaliou-se
o nimero de esclerdédios germinados, estipes, apotécios e posteriormente procedeu-se o
calculo da inibigdo comparando-se os tratamentos com a testemunha. As varidveis avaliadas
foram inibicdo da germinagdo dos esclerddios (IGE), inibi¢do da germinagdo carpogénica
(IGC), nimero de apotécios (NA) e numero de estipes (NE). Na avaliacdo da inibicao da
germinacdo dos esclerddios (IGE) foi considerado como “esclerodio germinado” quando
houve germinacdo de estipes e/ou apotécios, independente de ter ocorrido germinagdo de

somente uma estipe ou mais, ou um apotécio ou mais.
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Neste mesmo ensaio, procedeu-se também a avaliacdo do efeito da
aplicacdo dos fungicidas no solo sobre a germinacdo dos ascdsporos, posteriormente
produzidos dentro dos apotécios. Dos gerbox, nos quais foram aplicados os fungicidas no
solo, foram retirados cinco apotécios/repeticao (gerbox), colocados em microtubos contendo
1,0 mL de 4gua destilada e esterilizada e macerados com auxilio de uma pinga. A suspensio
de ascdsporos foi utilizada para determinar o numero de ascosporos produzidos por apotécio,
com auxilio de hemacitdometro. Também foram adicionados 0,1 mL da suspensdo em placas
de Petri contendo 4gar-dgua e incubados em camara BOD a temperatura de 20 + 2°C, em
escuro total por seis horas. Apds o periodo de incubagdo avaliou-se o numero de ascosporos
germinados com auxilio de microscopio estercoscopico e calculou-se a porcentagem de

inibi¢ao de acordo com a testemunha.

3.2.4 Inibigdo da Germinagdo de Ascosporos de S.sclerotiorum por Fungicidas em Placas de
Petri

Neste ensaio avaliou-se a eficiéncia dos fungicidas aplicados em contato
direto com os ascosporos nas placas de Petri contendo 4agar-agua. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos (item 3.2.2) e cinco repeticoes
(placas de Petri). A obtencao dos apotécios foi segundo a metodologia descrita no item 3.2.3,
mas com a montagem de apenas cinco gerbox. Apods o 45° dia as caixas foram abertas para
identificar os apotécios maduros, por meio da liberagdo dos ascdsporos. Entre os cinco
gerboxs, foram selecionados 10 apotécios maduros, os quais foram cortados pelos estipes,
colocados em cadinho de cerdmica com 10 mL de 4gua destilada e esterilizada, e macerados
(TOLEDO-SOUZA e COSTA, 2003). Posteriormente foram adicionados 0,1 mL da
suspensdo de ascosporos nas placas de Petri contendo meio de cultra dgar-dgua e foram
borrifadas aproximadamente 160 pL (200L/ha) da solucao dos fungicidas obtidos da mesma
forma do item 3.2.3. As placas de Petri foram incubadas em camara BOD a temperatura de 20
+ 2°C, em escuro total por seis horas para a determinagdo da germina¢do dos ascosporos com
auxilio de microscopio estereoscopico e posterior calculo da porcentagem de inibicdo de

acordo com testemunha.
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3.2.5 Controle Quimico do Mofo Branco na Cultura da Soja

Os ensaios foram conduzidos em condi¢des de campo no municipio de
Maua da Serra — PR, latitude 23°51°06”, longitude 51°10°40” e altitude 970 m. A cultivar de
soja semeada foi a BRS283, sob sistema de plantio direto, apos aveia na safra 2009/10 e ap6s
trigo na safra 2010/11.

Inicialmente, na 4rea experimental foram avaliados superficialmente vinte e
cinco pontos com 1,0 m® cada, para contagem do numero de esclerodios/m® e para
confirmagdo da viabilidade dos esclerddios (inéculo inicial). Os esclerodios encontrados
foram submetidos a assepsia (3 min em alcool a 50% e 3 min em hipoclorito de so6dio a 1%) e
lavados trés vezes com agua destilada e esterilizada. Apds secagem em cadmara de fluxo
laminar, foram colocados sobre meio de cultura Neon (PERES et al., 2002) e incubados a 20
+ 2 °C, em escuro total por sete dias. Os esclerddios viaveis foram identificados pela
formacao do halo amarelado no meio de cultura Neon, resultante da rea¢ao do acido oxalico,
produzido pela S. sclerotiorum, com o azul de bromofenol, contido no meio de cultura.

A area experimental foi subdividida em parcelas de 4,0 x 6,0 m (24 m®),
totalizando uma é4rea de 768 m’. O delineamento experimental do ensaio foi em blocos
casualizados com oito tratamentos (item 3.2.3) e quatro repeti¢cdes. As aplicagdes foram
realizadas com auxilio de um pulverizador costal pressurizado com CO,. A aplicagdo do
produto bioldgico foi realizada nos estadios V3 e R1 e os fungicidas, aplicados no estadio R1
e 15 dias apods (R3).

Para manutencdo do ensaio, nos estadios R2 e¢ R4 foram realizadas
aplicagcdes de azoxistrobina (200 g de i.a./L) + ciproconazol (80 g de i.a./L), para controle da
ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.

Aos 95 DAS realizaram-se as avaliagdes de incidéncia (porcentagem de
plantas com sintomas) e severidade do mofo branco, por meio da escala de notas de Grau et
al. (1982) sendo: 0 = sem sintomas; 1 = lesdo em ramos laterais; 2 = lesdo na haste principal;
3 = lesdo na haste principal resultando na morte da planta. As notas foram transformadas em
valores angulares e posteriormente para o indice de intensidade de infeccdo (I’= sen’.o)
proposto por Amaral (1969). Foram avaliados quatro pontos/parcela e 40 plantas por ponto.

Aproximadamente aos 120 DAS foi realizado a colheita manual, colhendo-
se 4,0 m de duas linhas centrais, totalizando 8,0 m lineares em cada parcela. Avaliaram-se o

peso de graos/parcela e umidade.
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3.2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade das variancias foi testada utilizando Hartley. A analise de variancia
foi realizada pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade de erro, utilizando o
programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001). Para verificar a correlagdao dos dados foi

calculado o Coeficiente de Correlagao de Pearson (r).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Inibigdo do Crescimento Micelial de S.Sclerotiorum por Fungicidas

A inibi¢do do crescimento micelial de S. sclerotiorum foi crescente de
acordo com o aumento da concentragcdo dos produtos. Na concentragao de 0,1puL/L (Figura 1)
o tratamento com fluazinam e cloreto de benzalconio + fluazinam apresentaram 100% de
inibi¢do em relagdo a testemunha e diferenciaram-se estatisticamente (p<0,05) dos demais
tratamentos. Seguido do Trichoderma, carbendazim, iprodione e procimidona com 58,5; 23.8;
20,4 e 19,9% de inibigao, respectivamente. O tratamento com fungicida tiofanato metilico ndo
apresentou inibicdo do crescimento micelial na concentragdo de 0,1pL/L. Na segunda
concentragdo de 1,0 uL/L, o fluazinam, carbendazim e a mistura de fluazinam + cloreto de
benzalconio apresentaram 100% de inibi¢do, diferindo-se dos demais (p<0,05) seguido do
procimidona, iprodione, Trichoderma e tiofanato metilico com 81,7; 52,7; 20,7 ¢ 12,3% de
inibi¢do, repectivamente.

Nas concentragdes de 10, 100 e 1000 pL/L, todos os produtos testados
apresentaram inibi¢cdo de 100%, com exce¢do do T. harzianum, que apresentou 92,6% de

inibicao na concentracao de 10 pL/L (dados ndo apresentados).
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Figura 1 —Porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial in vitro da Sclerotinia
sclerotiorum em fungdo da concentragdo dos produtos homogeneizados no meio
de cultura BDA. As médias seguidas da mesma letra nas colunas de mesma cor
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. (CB) cloreto de benzalconio, (CV) coeficiente de variagao.
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3.3.2 Inibigdo da Germinagdo Carpogénica de S.Sclerotiorum por Fungicidas

A avaliagdo da inibicdo da germinagdo dos esclerddios (IGE) corresponde a
porcentagem de esclerodios que germinaram em apotécio ou estipe, independente da quantia
desses. Os fungicidas fluazinam, cloreto de benzalconio + fluazinam, iprodione e
carbendazim apresentaram as maiores porcentagem de inibicdo dos escleroddios, com 63, 61,
46 e 44% de inibicao, respectivamente (Tabela 1).

Na inibi¢do da germinagdo carpogénica procedeu-se a contagem total dos
apotécios, onde os fungicidas fluazinam (100% de inibi¢do), cloreto de benzalconio +
fluazinam (82%) e iprodione (63%) apresentaram os melhores resultados e diferenciaram-se
estatisticamente (p<0,05) em relagdo ao carbendazin, procimidona, tiofanato metico e T.

harzianum (Tabela 1).
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Tabela 1 —Porcentagem de inibigdo da germinacdo dos esclerddios (IGE), inibigdo da
geminagdo carpogénica (IGC), inibicdo da germinacdo de ascosporos (IGA) e
nimero de ascosporos produzidos por apotécio (ASC/APO x 1000), apos
aplicacdo de fungicidas no solo em gerbox. Londrina-PR, 2011.

Tratamentos IGE IGC IGA ASC/APO’
Testemunha - - - - - - 98,0 a
Fluazinam 639 a 100,0 a - - 00 -
Procimidona 222 b 340 b 13,5 a 33,6 b
Iprodione 46,5 a 63,1 a 1,1 ¢ 234 b
Tiofanato metilico 0,7 ¢ 18,5 b 04 ¢ 328 b
Carbendazim 444 a 394 b 98 b 282 b
CB' + Fluazinam 61,8 a 82,8 a 139 a 17,1 b
T. harzianum? 0,0 - 69 b 0,6 ¢ 58,0 a

CV (%) 31,8 38,9 5,6 5,8

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro. (1) cloreto de benzalconio, (2) produto

comercial formulado a base de T. harzianum, (3) dados transformados em log x.

As aplicagdes ndo influenciaram no desenvolvimento do nimero de estipes,
os quais variaram de 3,3 a 16,5% de germinagdo ¢ ndo observou-se diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos (dados nao apresentados).

Nesse mesmo ensaio macerou-se 0s apotécios crescidos em cada tratamento
e avaliou-se o nimero de ascosporos germinados. Calculou-se a porcentagem de inibi¢do da
germinagdo em comparagdo com a testemunha. Os fungicidas cloreto de benzalconio +
fluazinam e o procimidona foram os tratamentos mais eficiente com 13,9 e 13,5% de inibi¢ao
da germinagdo diferenciando-se estatiticamente (p<0,05) dos demais. No restante dos
tratamentos foi observada baixa porcentagem de inibi¢do, variando de 9,8% (carbendazin) a
0,6% (T. harzianum). No tratamento com fungicida fluazinam ndo apresentou formagao de
ascosporos para avaliagdo da germinagdo, pois ndo houve desenvolvimento de apotécios no
gerbox.

Na avaliag@o da redugdo do niimero de ascosporos produzidos por apotécio,
os tratamentos com fungicida cloreto de benzalconio + fluazinam e o procimidona produziram
17,1 e 33,6 mil ascOsporos/apotécio, respectivamente, enquanto a testemunha produziu 98,0
mil ascosporos/ apotécio. Houve uma reducdo da producgdo de ascosporos de 82,4% e 65,6%
nesses tratamentos. No entanto, todos fungicidas ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) entre
si, mas diferiram da testemunha (98,0 mil ascosporos/apotécio) e do tratamento com T.

harzianum (58,0 mil ascosporos/apotécio).
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3.3.3 Inibigdo da Germinagao de Ascosporos de S.Sclerotiorum por Fungicidas em Placas de
Petri

Os tratamentos com fluazinam e a mistura de cloreto de benzalcénio +
fluazinam apresentaram 100% de inibi¢do da geminagdo dos ascosporos e foram
estatisticamente iguais (p<0,05) ao tratamento com carbendazim com 95,9% de inibi¢ao
(Figura 2).

Os produtos tiofanato metilico (70,1%), iprodione (35,7%), procimidona
(7,5%) e T. harzianum (0,2%) apresentaram diferentes porcentagens de inibigdo e diferiram
(p<0,05) significativamente entre si. No tratamento com produto comercial a base de T.
harzianum foi observada a menor porcentagem de inibi¢ao de ascosporos, o qual ndo diferiu

da testemunha.

Figura 2 —Porcentagem da inibi¢do da germinagdo in vitro dos ascosporos de S. sclerotiorum
apods tratamento com fungicidas no meio de cultura agar-dgua, (CB) cloreto de
benzalconio.
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3.3.4 Controle Quimico do Mofo Branco na Cultura da Soja

Na safra 2009-10 observou-se concentragdo de inoculo inicial na area
experimental de aproximadamente 20 esclerédios/m* com 95% de viabilidade dos mesmos.
Nessa safra, todos os tratamentos foram eficientes no controle do mofo branco (Tabela 2)

quando comparados (p<0,05) a testemunha (79,5% de incidéncia). Os tratamentos mais
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eficientes foram procimidona (21,3%), mistura de fluazinam + cloreto de benzalconio
(21,3%) e fluazinam (22,5% de incidéncia), os quais apresentaram redu¢do da incidéncia de
73,1; 73,1% e 71,6, respectivamente, em comparacao a testemunha. Para severidade do mofo
branco, a testemunha apresentou 73,9%, diferindo-se estatisticamente (p<0,05) dos
tratamentos procimidona (7,8%), fluazinam + cloreto de benzalconio (11,5%), fluazinam
(13,6% de severidade), e com reducao da severidade de 89,4; 84,4% e 81,5, respectivamente.
Os melhores resultados de produtividade foram observados nos mesmos tratamentos
fluazinam + cloreto de benzalconio, fluazinam, procimidona, além do carbendazim, os quais
foram superiores (p<0,05) aos demais. Observou-se correlacdo negativa forte entre incidéncia
x produtividade e severidade x produtividade, apresentando coeficiente de correlagdo r = -
0,60 e r=-0,76, respectivamente (dados ndo apresentados).

Na safra 2010-11 observou-se concentragdo de inoculo inicial de 11
esclerddios/m* com 83% de viabilidade dos mesmos e os resultados foram semelhantes a safra
2009-10 em relagdo a incidéncia e severidade, onde os tratamentos com fluazinam,
procimidona e mistura de fluazinam + cloreto de benzalconio se sobressairam aos demais. No
entanto, ndo foram observadas diferengas significativas de produtividade entre os tratamentos.
Provavelmente, porque a incidéncia e severidade da doenga ndo atingiram niveis que
pudessem influenciar a produtividade causando perdas. Assim como no ensaio 1, observou-se
correlacdo negativa forte entre incidéncia x produtividade e severidade x produtividade,
apresentando coeficiente de correlacdo r = - 0,69 e r = - 0,69, respectivamente (dados nao

apresentados).
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Tabela 2 —Incidéncia e severidade do mofo branco tratadas com diferentes fungicidas e
produtividade da soja safras 2009-10 e 2010-11. Maua da Serra, PR.

Incidéncia Severidade Produtividade

Tratamentos

% I3 Kg/ha
Testemunha 79,4 a 73,9 a 25940 b
Fluazinam 22,5 d 13,6 C 3131,0 a
Procimidona 21,3 d 7,8 C 3046,0 a
Iprodione 40,0 c 43,5 b 2346,0 b
Tiofanato metilico 60,0 b 63,0 a 27510 b
Carbendazim 55,0 b 34,0 b 3087,0 a
CB' + Fluazinam 21,3 d 11,5 ¢ 3250,0 a
T. harzianum’ 619 b 613 a 25480 b
CV (%) 24,0 29,2 15,4
Tratamentos Incidéncia Severidade Produtividade
% I3 Kg/ha
Testemunha 36,3 a 57,5 a 3042,8 a
Fluazinam 8,1 c 3,1 d 3860,8 a
Procimidona 8,8 c 1,5 d 4132,8 a
Iprodione 18,8 b 8,0 ¢ 3783,0 a
Tiofanato metilico 29,4 a 36,3 b 3517,6 a
Carbendazim 25,0 b 9,7 C 3677,1 a
CB' + Fluazinam 8,1 c 12 d 3562,7 a
T. harzianum’ 338 a 564 a 3650,6 a
CV (%) 13,7 26,7 16,4

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. (1) cloreto de benzalconio, (2) produto comercial formulado a base de T.
harzianum, (3) indice de intensidade de infec¢do em porcentagem.

O produto comercial a base de T. harzianum ndo apresentou resultados
eficientes de reducdo dos danos causados pelo mofo branco na cultura da soja em condigdes
de campo, pois nao diferenciou-se estatisticamente (p<0,05) da testemunha na maioria dos

parametros avaliados, com exce¢do da incidéncia da doencga na safra 2009-10.

3.4 DISCUSSAO

Oliveira et al. (1999) desenvolveram um trabalho de inibi¢cao micelial de S.
sclerotiorum, em placas de Petri contendo meio de cultura BDA homogeneizado com
fluazinam, procimidona, carbendazim, iprodione, nas concentragdes de 1, 10 e 100 uL/L. Na

avaliacdo, ap6s 72 h de incubagdo, relataram inibi¢do de 100% com todos fungicidas e
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concentragoes, corroborando os resultados deste trabalho com excecdo do tratamento com
procimidona e iprodione na concentracdo de 1,0 pL/L que apresentaram 81,7 e 52,7% de
inibi¢do, respectivamente.

Mueller et al (2002), por meio da mesma metodologia, testaram os
fungicidas benomil, vinclozolin tebuconazol e tiofanato metilico. No tratamento com
fungicida tiofanato metilico observou-se crescimento do patégeno até mesmo nas maiores
concentragdes, diferindo dos resultados apresentados neste trabalho, que nas concentragdes
acima de 10 pL/L inibiu 100% o crescimento micelial da S. sclerotiorum.

Trabalho similar foi desenvolvido por Paula Junior et al (2009) com os
fungicidas fluazinam e procimidona nas concentragdes de 0,1 a 1000 puL/L. O fluazinam
apresentou inibi¢do de 73 a 100% nas concentragdes de 0,1 a 1000 pL/L. O procimidona, em
concentragdes mais baixas (0,1 a 10 uL/L), apresentou inibi¢do nula ou quase nula e somente
a 100 e 1000uL/L apresentou inibi¢do de aproximadamente 85 e 100 %, respectivamente. Nos
resultados observados neste trabalho, o fluazinam inibiu 100% em todas as concentragoes, de
0,1 a 1000 pL/L, o procimidona a 0,1 pL/L inibiu 19,9%, a 1,0 uL/L inibiu 81,7% e nas
concentragdes de 10 a 1000 pL/L, inibiu 100%.

Costa e Costa (2004) testaram a eficiéncia de varios fungicidas com
aplicacdo sobre o solo para inibir a germinagao miceliogé€nica e carpogénica dos esclerddios.
Entre os fungicidas avaliados, o fluazinam apresentou inibicdo de 100% dos apotécios, o
procimidona 95%, o iprodione 85% e o tiofanto metilico, inibi¢do menor que 85%. No
entanto, na inibi¢do de estipes, o fluazinam apresentou as menores porcentagens, nao
diferindo estatisticamente da testemunha. O tiofanato metilico ¢ o procimidona foram
intermediarios, e o iprodione apresentou a melhor porcentagem de inibi¢do de estipes. Os
autores relatam sobre eficiéncia do fluazinam em inibir totalmente a formacao dos apotécios,
mas nao na formagdo de estipes, corroborando os resultados obtidos neste trabalho, onde
ocorreu a inibi¢do da germinacdo carpogénica em 100%, mas ndo ocorreu inibicdo da
germinagdo de estipes. No entanto, a eficiéncia do controle da doencga se baseia na inibi¢ao do
apotécio, pois mesmo que ocorra formacdo de estipes, se ndo ocorrer o desenvolvimento de
apotécios ndo havera liberagao dos ascosporos e, consequentemente, nao ocorrera a doenga.

Pesquisas sobre a acdo de fungicidas agindo na germinacao de ascosporos
de Sclerotinia sclerotiorum sdo escassos. Nesse trabalho, além de observar o efeito positivo
da aplicacdo dos tratamentos quimicos para inibicdo da germinag¢do dos esclerddios em
apotécios, observou-se também o efeito sobre o numero de ascosporos produzidos e

germinados. A diminui¢ao observada do nimero de ascosporos produzidos e a diminuigdo da
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germinagdo dos mesmos podem resultar na redu¢ao de plantas infectadas em condi¢des de
campo quando aplicado fungicida eficiente, devido a menor quantidade de inoculo a ser
liberado e com menor viabilidade.

Muitos trabalhos in vivo foram desenvolvidos avaliando-se a efetividade dos
fungicidas fluazinam e procimidona para o controle de doengas causadas por S. sclerotiorum
em culturas como feijoeiro (PAULA JUNIOR et al., 2009; VIEIRA et al., 2001; VIEIRA et
al., 2003), amendoim (RYLEY et al., 2000; SMITH et al., 2008), alface (MATHERON e
PORCHAS, 2004) e batata (JOHNSON e ATALLAH, 20006).

O fluazinam influencia os processos de infec¢do, como germinagdo de
esporos, formagdo de apressorios, penetragdo e crescimento das hifas e a esporulacao dos
patdgenos nas plantas, apresentando uma atividade de desacoplamento sobre a fosforilagao
oxidativa mitocondrial. O procimidona atua na paralizagdo do crescimento das hifas,
induzindo ao engrossamento das mesmas e provocando o rompimento da parede celular com
ejecao do conteudo citoplasmatico, inibe a sintese de proteinas, de acidos nucléicos, de
lipideos e a germinacdo dos esporos (PICININI e GOULART, 2002). Segundo Reis et al.
(2010) os fungicidas do grupo dicarboximida (procimidona) também apresentam outro
provavel mecanismos de acdo que ¢ a peroxidacdo dos lipideos interagindo com a enzima
flavina-redutase do citocromo-c. O transporte de elétrons de NADPH para o citocromo-c €
bloqueado pela acdo do fungicida e como resultado, o NADPH, assim como os fosfolipideos
essenciais que circundam o centro da enzima flavina sdo oxidados, provavelmente, por um
produto intermediario da enzima flavina ou radicais livres.

No presente trabalho observaram-se algumas diferencas significativas na
eficiéncia dos fungicidas fluazinam e procimidona nos testes in Vvitro de inibi¢ao do
crecimento micelial, germinagdo carpogénica e germinacgdo dos ascosporos nas placas de Petri
(aplicagdo direta do fungicida sobre os ascosporos). O controle desses fungicidas foi
estatisticamente igual (p<0,05) somente nos ensaios de campo, nos dois anos de cultivo.
Picinini e Goulart (2002) relataram a ag¢do de ambos os fungicidas para inibi¢do da
germinagdo de esporos, mas os resultados mais eficientes para inibi¢do da germinagdo de
ascosporos apresentados neste trabalho foram observados com fluazinam. Essa diferenca
observada nos testes in vitro e em campo, provavelmente, seja devido ao modo de agdo dos
produtos. O fluazinam ¢ fungicida protetor residual, ndo penetrante (contato), age no patdgeno
sobre a superficie da planta inibindo o desenvolvimento de suas estruturas e impedindo a
penetragdo. O procimidona ¢ um fungicida sist€émico de acdo penetrante no interior da planta.

Normalmente, a agdo ocorre pos-penetragao do fungo ou pos-sintoma/sinal.
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Mueller et al. (2004) relataram recomendagdes convencionais do uso de
fungicidas para o controle do mofo branco, com aplicagdes no inicio do florescimento e
possivel reaplicagdo apo6s a floracdo, reduzindo a incidéncia da doenca e aumentando o
rendimento. Entretanto, existe uma grande dificuldade do controle de doengas causadas por
fungos formadores de esclerddios, por meio de aplicacdes de fungicidas especificos a ponto
de inativar os esclerodios presentes no campo (COSTA e COSTA, 2004). Segundo Hunter et
al. (1978) e Ferraz et al. (2003), resultados inconsistentes sobre o controle do mofo branco por
fungicidas sdo provavelmente gerados em funcdo da cobertura inadequada do produto no
dossel das plantas, flores, caules e¢ folhas, onde normalmente ocorre a deposi¢ao dos
ascosporos. De acordo com Tu (1989) o fungicida deve ser aplicado com volume de calda
suficiente para fornecer cobertura completa das flores, caules e folhas, especialmente nas
estruturas mais proximas a superficie do solo.

Em relagdo a utilizacdo de agentes de biocontrole, estudos de Ethur et al.
(2001) relatam o grande potencial antagénico de Trichoderma spp. em relagdo a S.
sclerotiorum. Fernandes et al. (2006) constataram uma grande variabilidade de isolados de
Trichoderma spp. o que permitiu uma selecdo de individuos com caracteristicas especificas
para uma condi¢do desejada de antagonismo. Diferengas significativas entre varios isolados
de Trichoderma foram observadas em relagdo a capacidade de inibir a germinagao ¢ parasitar
esclerddios de S. sclerotiorum em condigdes de temperatura amena.

Viérios fungos utilizados no controle bioldgico de doengas de plantas podem
sintetizar diversos metabolitos capazes de promover a fungistase. Esses metabdlitos podem
ser de natureza volatil ou ndo volatil, sendo que os primeiros t€ém a vantagem de maior
facilidade de difusdo no ambiente solo, por meio de poros ou filmes d’agua (LOBO JUNIOR
e ABREU, 2000). No presente trabalho, resultados eficientes foram observados com o uso do
Trichoderma sp. como por exemplo nos testes in vitro de inibi¢do micelial, germinagdo
carpogénica e germinagdo de ascosporos. No entanto, observou-se que o controle da S.
sclerotiorum em condi¢gdes de campo com aplicagdo do produto comercial a base de T.
harzianum nao apresentou eficiéncia. A utilizagdo do controle bioldgico se torna vulneravel
em condigdes de campo devido a grande sensibilidade do estabelecimento dos agentes

biocontroladores.
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3.5 CONCLUSAO

O fungicida fluazinam apresentou maior eficiéncia na inibi¢ao in vitro do
crescimento micelial, inibi¢do da germinagdo carpogénica dos esclerodios, inibicdo da
germinagdo dos ascosporos € no controle do mofo branco em campo na cultura da soja. O
fungicida procimidona apresentou potencial igual ao fluazinam no controle do mofo branco

em condic¢des de campo, nos dois anos de cultivo.

3.6 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

AMARAL, E. Novo indice de intensidade de infec¢do. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
v.4, p.1-2, 1969.

BARDIN S.D.; HUANG H.C. Research on biology and control of Sclerotinia diseases in
Canada. Canadian Journal of Plant Pathology, v.23, p.88-98, 2001.

BOLAND, G.J.; HALL, R. Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum. Canadian
Journal of Plant Pathology, v.16, p.93—108, 1994.

CANTERI, M.G.; ALTHAUS, R.A.; VIRGENS FILHO, J.S.; GIGLIOTI, E.A.; GODOY,
C.V. SASM-Agri — Sistema para analise e separacao de médias em experimentos agricolas
pelos métodos Scott-Knott, Tukey e Duncan. Revista Brasileira de Agrocomputacéo, v.1,
p.18-24, 2001.

COSTA J.R.; COSTA J.L. da S. Efeito da aplicacdo de fungicidas no solo sobre a germinagao
carpogénica e miceliogénica de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum. Pesquisa
Agropecuéria Tropical, v.34, p.133-138, 2004.

DHINGRA, O.D.; MENDONCA, H.L.; MACEDO, D.M. Doengas e seu controle. In:
Sediyama, T. Tecnologias de producdo e usos da soja. Mecenas, Londrina, pp.133-156.
20009.

ETHUR, L.Z.; CEMBRANEL, C.Z; SILVA, A.C.F. da. Selegdo de Trichoderma spp. visando
ao controle de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro. Ciéncia Rural, v.31, n.5, p.885-887, 2001.

FERNANDES, A.O.; MORANDIL M. A. B.; DOS SANTOS, E. R.; DE ALMEIDA, E.G.
Selegdo de isolados de Trichoderma spp. e Clonostachys rosea para o controle bioldgico do
mofo-branco do fejoeiro (Sclerotina sclerotiorum) em cultivo de outono-inverno. Anais da
Jornada Académica da Embrapa Meio Ambiente, p.39. 2006.

FERRAZ, L.C.L.; BERGAMIN FILHO, A.; AMORIM, L.; NASSER, L.C.B. Viabilidade de
Sclerotinia sclerotiorum apos a solarizagao do solo na presenga de cobertura morta.
Fitopatologia Brasileira, v.28, p.17-26, 2003.

GRAU, C. R.; RADKE, V. L.; GILLESPIE, F. L. Resistance of soybean cultivars to
Sclerotinia sclerotiorum. Plant Disease, v.66, p.506-508, 1982.



43

HJELJORD, L.; TRONSMO, A. Trichoderma and Gliocladium in biological control: an
overview. In: Harman, G.E.; Kubicek, C.P. Trichoderma and Gliocladium: Enzymes,
biological control and commercial applications, Taylor & Francis, Londres, pp.115-133,
2005.

HUANG, H.; ERICKSON, R.S. Factors affecting biological control of Sclerotinia
sclerotiorum by fungal antagonists. Journal of Phytopathology, v.156, p.628-634, 2008.

HUNTER, J.E.; ABAWI, G.S.; CROSIER, D.C. Effects of timing, coverage, and spray oil on
control of white mold of snap bean with benomyl. Plant Disease Reporter, v.62, p.633-637,
1978.

JOHNSON, D. A.; ATALLAH, Z. K. Timing fungicide applications for managing Sclerotinia
stem rot of potato. Plant Disease, v.90, p.755-758, 2006.

LOBO JUNIOR, M.; ABREU M. S. de. Inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum por metabolitos volateis produzidos por alguns antagonistas em diferentes
temperaturas e ph’s. Ciéncia e Agrotecnologia, v.24, p.521-526, 2000.

MATHERON, M. E.; PORCHAS, M. Activity of boscalid, fenhexamid, fluazinam,
fludioxonil, and vinclozolin on growth of Sclerotinia minor and S. sclerotiorum and
development of lettuce drop. Plant Disease, v.88, p.665-668, 2004.

MUELLER, D.S.; DORRANCE, A.E.;: DERKSEN, R.C.; OZKAN, E.; KURLE, J.E.; GRAU,
C.R.; GASKA, J. M.; HARTMAN, G.L.; BRADLEY, C.A.; PEDERSEN, W.L. Efficacy of
fungicides on Sclerotinia sclerotiorum and their potential for control of Sclerotinia stem rot
on soybean. Plant Disease, v.86, p.26-31, 2002.

MUELLER, D.S.; BRADLEY, C.A.; GRAU, C.R.; GASKA, J.M.; KURLE, J.E.;
PEDERSEN, W.L. Application of thiophanate-methyl at different host growth stages for
management of Sclerotinia stem rot in soybean. Crop Protection, v.23, p.983-988, 2004

OLIVEIRA, S.H.F.; KIMATI, H.; TOFOLI, J.G. A¢ao diferencial de fungicidas no ciclo de
vida de Sclerotinia sclerotiorum do feijoeiro. Summa Phytopathologica, v.25, p.256-261,
1999.

PAULA JUNIOR, T.J.; VIEIRA, R.F.; ROCHA, P.R.R.; BERNARDES, A.; COSTA, E.L.,
CARNEIRO, J.E.S.; VALE, F.X.R.; ZAMBOLIM, L. White mold intensity on common bean
in response to plant density, irrigation frequency, grass mulching, Trichoderma spp., and
fungicide. Summa Phytopathologica, v.35, p.44-48, 2009.

PERES, A.P.; NASSER, L.C.; MACHADO, J.C. Utilizacao de meio seletivo para detec¢ao
de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijao e soja. Fitopatologia Brasileira, v.27,
p.123-127, 2002.

PICININI, E.C.; GOULART, A.C.P. Novos fungicidas para tratamento de sementes, Revisao
Anual de Patologia de Plantas, v.10, p.33-66, 2002.

REIS, E.M.; REIS, A.C.; CARMONA, M.A. Manual de fungicidas: guia para o controle
quimico de doencas de plantas. Ed. Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, pp. 226.
2010.



44

RYLEY, M.J.; KYEL, N.A.; TATNELL, J.R. Evaluation of fungicides for the management of
Sclerotinia blight of peanut. Australian Journal of Agricultural Research, v.51, p.917-924,
2000.

SARMA, B.K.; AMEER BASHA, S.; SINGH, D.P.; SINGH, U.P. Use of non-conventional
chemicals as an alternative approach to protect chickpea (Cicer arietinum) from Sclerotinia
stem rot. Crop Protection, v.26, p.1042-1048, 2007.

SMITH, D.L.; GARRISON, M.C.; HOLLOWELL, J.E.; ISLEIB, T.G.; SHEW, B.B.
Evaluation of application timing and efficacy of the fungicides fluazinam and boscalid for
control of Sclerotinia blight of peanut. Crop Protection, v.27, p.823-833, 2008.

TOLEDO-SOUZA, E. D. de; COSTA, J. L. da S. Métodos de inoculacgo de plantulas de
feijoeiro para avaliagdo de germoplasma quanto a resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
De Bary. Pesquisa Agropecudria Tropical, v.33, p.57-63, 2003.

TU, J.C. Management of white mold of white bean in Ontario. Plant Disease, v.73, p.281-
285, 1989.

VIEIRA, R.F.; PAULA JUNIOR, T.J. de; PERES, A.P.; MACHADO, J. da C. Fungicidas
aplicados via dgua de irrigagdo no controle do mofo-branco no feijoeiro e incidéncia do
patdgeno na semente. Fitopatologia Brasileira, v.26, p.770-773, 2001.

VIEIRA, R.F.; PINTO, C.M.F.; PAULA JUNIOR, T.J. de. Chemigation with benomyl and
fluazinam and their fungicidal effects in soil for white mold control on dry beans.
Fitopatologia Brasileira, v.28, p.245-250, 2003.

WRATHER, J. A.; KOENNING, S. R. Effects of diseases on soybean yields in the United
States 1996 to 2007. Disponivel em: http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/
research/2009/yields/. Acesso em: 22 dez. 2011.



45

4 ARTIGO B

Antagonismo in vitro do Trichoderma sp. frente a Sclerotinia sclerotiorum e controle
biolégico do mofo branco na cultura da soja

Resumo: Avaliaram-se o antagonismo de dois isolados de Trichoderma sp. em confrontagio
direta com nove isolados de Sclerotinia sclerotiorum de diferentes regides brasileiras; a
eficiéncia dos extratos de Trichoderma sp. para inibi¢do do crescimento micelial dos isolados
de S. sclerotiorum, da germinagdo carpogénica e germinacdo de ascosporos; e a eficiéncia do
Trichoderma sp. para controle do mofo branco na cultura da soja em condi¢des de campo. No
teste de antagonismo, o isolado TH25 apresentou as maiores porcentagens de inibicao dentre
os nove isolados de S. sclerotiorum. Os extratos de Trichoderma sp. TH42-L, TH25-M e
TH42-M foram os mais eficientes na inibi¢do do crescimento micelial da S. sclerotiorum com
uma varia¢do de inibicdo de 80 a 100% de acordo com o isolado de S. sclerotiorum. Para
inibicao da germinagdo carpogénica, os extratos TH25-L e TH42-L apresentaram reducao de
42 e 38% (p<0,05), respectivamente. Os isolados selvagens de Trichoderma sp. reduziram a
incidéncia e severidade do mofo branco em condi¢des de campo. No ensaio 1 (aplicagdo
inverno/verao) os produtos bioldgicos apresentaram redugdo de 37% (p<0,05) da incidéncia
da doenca e no ensaio 2 (aplicagdo verdo) os produtos biologicos apresentaram redugdo de
39% (p<0,05) da incidéncia. No teste de antagonismo de confrontagdo direta ndo observou-se
variabilidade dos isolados de S. sclerotiorum. No entanto, no teste de extratos observaram-se
diferengas significativas (p<0,05).

Palavras-chave: Glycine max. Ascosporo. Esclerodio. Apotécio. Fluazinam.

Abstract: Antagonism of two Trichoderma strains were evaluated in direct confrontation on
nine S. sclerotiorum strains from different Brazilian regions; as efficiency of Trichoderma sp.
extracts for mycelial growth inhibition of different S. sclerotiorum strains; carpogenic
germination and ascospores germination inhibitio

n; and the efficiency of Trichoderma sp. on white mold control in soybeans. Trichoderma
strain TH25 had the highest percentages of inhibition among the nine S. sclerotiorum strains.
Trichoderma sp. extracts TH42-L, TH25-M and TH42-M were the most effective on mycelial
growth inhibiting of S. sclerotiorum, which was ranging by 80 to 100%, according to the S.
sclerotiorum strain. TH25-L and TH42-L extracts decreased by 42 and 38% the germination
carpogenic inhibition (p<0.05), respectively. Commercial products and wild strains of
Trichoderma reduced white mold incidence and severity on soybeans under field conditions.
Biologic products reduced the disease incidence on the test 1 (treatment winter/summer) by
37% reduction (p<0,05) and test 2 (treatment summer) by 39% (p<0,05) reduction.
Antagonism test of direct confrontation did not observed the variability of S. sclerotiorum
strains. However, extracts test showed significant differences (p<0,05).

Keywords: Glycine max. Ascospore. Sclerotia. Apothecia. Fluazinam.
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4.1 INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um patdégeno necrotrofico
homotalico (BOLTON et al., 2006) identificado como agente causador de doencas em
diversas culturas, tais como, soja, feijao, girassol, canola, amendoin e varias outras culturas
das familias das Lilidceas e Brassicas (BOLAND e HALL, 1994). Nas safras de 1996 a 2007,
as perdas na producdo de soja nos Estados Unidos atingiram aproximadamente 4,9 milhdes de
toneladas devido a ocorréncia do mofo branco (WRATHER e¢ KOENNING, 2009). Os
elevados danos causados, a falta de cultivares resistentes, e as dificuldades do controle da
doenca tem sido um estimulo para as pesquisas sobre esse patogeno (BOLTON et al., 2006).

A utilizagdo excessiva de agroquimicos esta sendo repensada e a sociedade
se conscientiza cada vez mais com relagdo a preservagdo do meio ambiente, buscando novas
alternativas para a protecdo das plantas contra patogenos (CAVALCANTI et al., 2005) com o
objetivo de sistematizar uma integracdo dos métodos de controle de doengas.

O controle biologico ¢ um dos métodos alternativos que vém sendo
utilizados para o controle de doengas de plantas (HJELJORD e TRONSMO, 2005). E
utilizado como uma estratégia de manejo de doencas em areas agricolas, principalmente, por
manter o potencial de indculo em niveis baixos, consequentemente, reduzindo a incidéncia ou
a severidade de doencas produzidas por S. sclerotiorum (ABDULLAH et al., 2008).

Como mecanismos de acdo dos agentes biocontroladores, estdo envolvidos
processos como antibiose, competi¢do, parasitismo, indu¢do de mecanismos de resisténcia e
premunizagdo. O mecanismo de antibiose ¢ definido como a interagdo entre organismos os
quais secretam metabolitos capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento de individuos,
normalmente, de outra espécie (BEDENDO et al, 2011).

Segundo Hjeljord e Tronsmo (2005) o fungo Trichoderma spp. atua como
antagonista por meio de antibiose produzindo metabolitos voldteis ou ndo, por
micoparasitismo, competi¢do por espaco, nutrientes e oxigénio. A capacidade para produzir
tais metabolitos e o seu efeito fungistatico pode variar entre espécies e entre isolados da
mesma espécie (MARTINS-CORDER e MELO, 1998). Esse fungo ¢ caracterizado como um
micoparasita de S. sclerotiorum, capaz de colonizar micélios e esclerodios (HUANG e
ERICKSON, 2008).

Viérios trabalhos como os de Gorgen et al. (2009), Louzada et al. (2009) e
Figueirédo et al. (2010) tém sido desenvolvidos para avaliagdo do potencial do Trichoderma

spp. na inibi¢ao da S. sclerotiorum.
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Gorgen et al. (2009) avaliaram os efeitos da aplicagcdo de Trichoderma
harzianum na reducdo da densidade de indculo de S. sclerotiorum e na incidéncia do mofo-
branco, verificando-se a eficiéncia do agente biocontrolador. Assim como, Louzada et al.
(2009) que avaliaram uma colegdo de 230 isolados monosporicos de Trichoderma sp. com
potencial para controle da S. sclerotiorum e foi observado potencial antagonico de 10% dos
isolados. Avaliagdes ao microscopio eletronico de varredura mostraram que nem todos
promoveram o hiperparasitismo dos patogenos, sugerindo a existéncia de outros mecanismos
de antagonismo, como antibiose ou competi¢do. Figueirédo et al. (2010) também testaram
oito isolados de Trichoderma sp. e todos apresentaram potencial antagonico a S. sclerotiorum.

Segundo Faria et al. (2002), a sele¢dao dos isolados ¢ uma importante etapa
nos programas de controle bioldgico devido a especificidade existente no antagonismo entre
os fungos ou microrganismos em geral. Padrdes de variabilidade em relagdo ao crescimento e
morfologia das colonias foram observados em isolados de Trichoderma sp. por Peres e Melo
(1995). Ethur et al. (2001) desenvolveram um trabalho de selecao e observaram uma variagao
de 76 pontos percentuais na inibi¢ao entre os isolados de Trichoderma sp. visando o controle
in vitro de S. sclerotiorum.

Trabalhos desenvolvidos por Atallah et al. (2004); Arbaoui et al. (2008) e
Gomes et al. (2011) também relataram grande variacao ou diversidade genética entre os
isolados de S. sclerotiorum, comparados por analises de PCR.

Devido ao grande potencial do Trichoderma spp. e seus metabdlitos, em
antagonizar o fungo S. sclerotiorum; a variabilidade existente dentro dessas populagdes de
antagonistas e fitopatogenos; e os relatos sobre os danos causados pela doenga na cultura da
soja; objetivou-se: a) avaliar o antagonismo de dois isolados de Trichoderma sp. pelo teste de
confrontacdo direta frente a isolados de S. sclerotiorum de diferentes regides brasileiras; b)
avaliar extratos de Trichoderma sp. para inibi¢do do crescimento micelial de diferentes
isolados de S. sclerotiorum e sua variabilidade; c) avaliar extratos de Trichoderma sp. na
inibicao da germinagdo carpogénica e germinagdo de ascosporos de S. sclerotiorum; e d)
avaliar o efeito da aplicagdo de Trichoderma sp. no controle do mofo branco na cultura da

soja em condi¢des de campo.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Antagonismo de Trichoderma sp. Frente a Isolados de S. Sclerotiorum de Diferentes

Regides Brasileiras

Dois isolados de Trichoderma sp., TH25 e TH42, foram obtidos através de
amostras de solos proveniente de diferentes areas de cultivos de milho. O isolamento do
fungo Trichoderma sp. foi realizado por meio do método de diluigdo seriada. Foram pesados
10 g de solo, colocadas em Erlenmeyer com 90 mL de agua destilada esterilizada, e
homogeneizado em agitador a 200 rpm, por 15 minutos. Dessa suspensdo, 1,0 mL foi
transferido para tubo de ensaio contendo 9,0 mL de agua destilada esterilizada, e assim
sucessivamente, fazendo-se diluigdes em série até 10”. Das suspensdes, foram retiradas
aliquotas de 0,1 mL e plaqueadas em meio de Martin modificado (HOMECHIN, 1987), sendo
espalhadas uniformemente na placa de Petri com al¢a de Drigalsky e incubados em camaras
BOD, a temperatura de 25°C por sete dias. Apos a formagdo das colonias, aquelas
identificadas como Trichoderma sp. através das caracteristicas morfologicas e estruturais,
foram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar).

Os isolados do fungo S. sclerotiorum foram obtidos através da coleta de
plantas doentes em campos de producdo de soja nos Estados do Rio Grande do Sul (municipio
de Vacaria e Nao-Me-Toque), Parand (municipio de Castro, Guarapuava, Maua da Serra,
Pinhdo ¢ Manuel Ribas) e Goias (municipio de Montividiu ¢ Sdo Manuel do Passa Quatro).
Os esclerodios crescidos nas plantas doentes foram retirados, submetidos a assepsia (trés
minutos em alcool 50% e trés minutos em hipoclorito de s6dio 1%) e incubados por sete dias
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA com 33,0 mg de estreptomicina (FERRAZ
et al., 2003) a temperatura de 20 £ 2 °C ¢ fotoperiodo de 12 horas. Nos isolados que
apresentaram contaminacao bacteriana foi utilizada a metodologia de purificacdo com canudo
plastico. Os canudos foram cortados em 0,5 cm de comprimento e submetidos a assepsia. No
centro de cada placa de Petri, um canudo foi introduzido até a metade da profundidade total
do meio de cultura. Os esclerddios, depois de submetidos a assepsia, foram alocados dentro
do canudo em contato com o meio de cultura. Devido ao crescimento superficial no meio de
cultura, o crescimento bacteriano se limita pela barreira fisica (canudo) e mantém-se na parte
interna ao canudo, enquanto o micélio do fungo S. sclerotiorum penetra no meio ¢ se

desenvolve sob o canudo, passando para parte externa sem contaminac¢ao bacteriana.
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ApoOs a purificagdo, cada isolado foi repicado novamente e os esclerodios
produzidos foram separados, lavados e secos em fluxo laminar para armazenamento a
temperatura de 7,0 + 3 °C, para uso nos experimentos.

O delineamento experimental foi em esquema fatorial 9x2 (nove isolados de
S. sclerotiorum X dois isolados de Trichoderma sp.) com 18 tratamentos e 5 repetigdes.

O teste foi realizado por meio da técnica da cultura pareada, de acordo com
a metodologia descrita por Bell et al. (1982), em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. Inicialmente, foram cultivados os isolados de Trichoderma sp. (25 £+ 2° C e incubagao
de sete dias) e os isolados de S. sclerotiorum (20 + 2 °C e incubagdo de sete dias), em meio de
cultura BDA e fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, foram retirados discos de 0,8 mm da
regido da borda da colonia de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum, os quais foram repicados a
seis centimetros de distancia, na borda de novas placas contendo meio BDA e incubadas em
camaras BOD a temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Nas placas testemunhas
foram repicados somente discos do patdogeno nas bordas e seis centimetros do lado oposto do
disco, foi feito uma marcacdo com tinta.

A avaliagdo procedeu-se aproximadamente 21 dias apds a montagem do
bioensaio, por meio da escala de notas proposta por Bell et al. (1982), onde a nota 1
representa o crescimento do antagonista ocupando 100% da placa, nota 2 o antagonista ocupa
75% da placa, nota 3 ocupa 50% da placa, nota 4 ocupa 25% da placa e nota 5 representa o

patdgeno ocupando 100% da placa.

4.2.2 Influéncia dos Extratos de Trichoderma sp. Para Inibi¢do do Crescimento Micelial de

Diferentes Isolados de S. sclerotiorum

Os isolados de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum foram obtidos segundo a
metodologia descrita no item 4.2.1.

Na produgdo dos extratos, inicialmente, os isolados de Trichoderma sp.
foram reativados e cultivados por sete dias em meio BDA a temperatura de 25 + 2°C.
Utilizaram-se frascos Erlenmeyers de 1000 mL contendo 500 mL de meio de cultura liquido
BD (batata-dextrose) e outros, contendo 500 mL de arroz com casca. Realizou-se a
esterilizacdo em autoclave durante 20 minutos, a 120 °C e¢ 1,0 atm. Com o auxilio de um
furador de 0,8 cm de didmetro foram cortados discos de colonia do Trichoderma sp. e
adicionados cinco discos por Erlenmeyers. Os Erlenmeyers foram fechados e protegidos com

filme pléastico e incubados a temperatura de 25 + 2°C por aproximadamente 21 dias.
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Paralelamente, dois frascos controle foram preparados e incubados com os respectivos meios
de cultivo sem adicao do fungo.

Ap6s 21 dias de incubagdo procedeu-se a extragdo, iniciando-se pela adicao
de NaCl no meio liquido e no meio so6lido (arroz com casca), adicionados metanol até a
superficie do meio. O Trichoderma cultivado em meio liquido (BD) foi filtrado sob vacuo,
obtendo-se o micélio e o liquido. Ao micélio adicionou-se metanol (500 mL) e apo6s 12 horas,
foi triturado e filtrado sob vacuo, obtendo-se os extratos metanodlicos do micélio (TH25-M e
TH42-M). O liquido foi particionado com acetato de etila obtendo-se os extratos do meio
liquido (TH25-L e TH42-L). O Trichoderma cultivado em meio sélido (arroz com casca) foi
deixado em repouso com metanol, posteriormente triturado e filtrado sob vacuo obtendo o
extrato metandlico do arroz (TH25-S e TH42-S). O mesmo procedimento foi realizado com
os controles do meio solido e do liquido (BRANCO-S e BRANCO-L).

Os extratos foram solubilizados em 0,5 mL de DMSO ¢ 0,5 mL de agua
destilada na propor¢ao de 4,0 mg de extrato/mL de DMSO + agua. Dessas solucdes
padronizadas foram tomados volumes de 1,0 mL e utilizados no teste.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 9x2x3 (nove isolados de S. sclerotiorum X dois isolados de Trichoderma X trés
extratos: meio liquido, micélio e solido), com 54 tratamentos e 5 repeti¢cdes (placas de Petri).

Frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio de cultura
BDA, foram autoclavados durante 20 min, a 120 °C ¢ 1,0 atm. Posteriormente, os extratos
foram homogeneizados no meio de cultura fundente, segundo a metodologia utilizada por
Quiroga et al. (2001).

Apds o preparo das placas com os extratos, um disco de colonia de S.
sclerotiorum de 8,0 mm de didmetro e sete dias de idade, foi repicado para o centro de cada
placa. Posteriormente, as placas foram incubadas por aproximadamente 72 horas em camaras
BOD a temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Nas placas testemunhas foi realizado o mesmo procedimento exceto a
adicao do extrato, mas foram adicionados BDA + 0,5 mL de DMSO + 0,5 mL de agua
destilada e esterilizada. Nas placas representadas como controle positivo foram adicionados
meio de cultura BDA + 0,1 uL do fungicida comercial Frowncide (500 g de i.a. fluazinam/L
de p.f).

Avaliou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum por meio da mensuragdo do didmetro médio das colonias, comparando-se as

placas com adic¢ao dos extratos com a testemunha (DMSO + 4gua destilada e esterilizada).
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4.2.3 Influéncia dos Extratos de Trichoderma sp. na Inibi¢ao da Geminagdo Carpogénica e

Germinagao de Ascosporos de S. sclerotiorum

A producdo dos extratos foi realizada segundo a metodologia descrita no
item 4.2.2 e os esclerodios de S. sclerotiorum foram obtidos de campos de produgdo de soja
do municipio de Maua da Serra-PR.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos e quatro repeti¢des. Cada repeticdo foi representado por um gerbox. O teste foi
realizado em caixas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), segundo a metodologia de Costa ¢ Costa
(2004) com modificagdes em relacdo ao nimero de esclerodios/gerbox.

Inicialmente o solo foi peneirado, umedecido e autoclavado durante duas
horas a temperatura de 120 °C e pressdao de 1,0 atm. Apds a completa secagem do solo em
estufa a 56 °C por 48 horas, as caixas foram preenchidas com 200 mL de solo e 60 mL de
agua destilada e esterilizada. Posteriormente, foram alocados 100 esclerodios/gerbox sobre o
solo e adicionados 40 mL de solo sobre os esclerddios, formando uma camada de
aproximadamente 2,0 mm de solo sobre os mesmos.

Borrifou-se aproximadamente 240 pL. da solugdo dos extratos (4,0 mg de
extrato/mL de solucao) em cada gerbox e foram incubados a temperatura de 20 = 2 °C, por 45
dias e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente). As varidveis avaliadas foram a inibi¢do da
germinagdo carpogénica dos esclerodios (IGC), numero de apotécios (NA) e numero de
estipes (NE).

Posteriormente foi avaliada a germinacao dos ascosporos produzidos. Cinco
apotécios/repeti¢do foram retirados e colocados em microtubos contendo 1,0 mL de agua
destilada esterilizada, onde foram macerados com auxilio de uma pinga. Adicionou-se 0,1 mL
dessa suspensdo em placas de Petri contendo agar-agua, espalhadas com auxilio de alga de
Drigalski e incubados em camara BOD a temperatura de 20 + 2°C, em escuro total por seis
horas. Apds esse periodo avaliou-se o numero de ascosporos germinados com auxilio de
microscopio estereoscopico e calculou-se a porcentagem de inibicdo comparado a testemunha.
A partir dessa suspensdo de ascosporos, também foi avaliado o numero de ascosporos

produzidos por apotécio, com auxilio de hemacitometro.
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4.2.4 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) dos Extratos de
Trichoderma sp. TH25 e TH42, Cultivados em Meio Liquido BD e Arroz

Os extratos dos isolados de Trichoderma sp. TH25 e TH42 a partir de
cultivo liquido e solido foram solubilizados em metanol grau HPLC e codificados: M -
micélio crescido no meio BD, L - parte liquida do meio BD, e o S - meio so6lido (arroz com
casca). As amostras, apds a solubilizacdo em metanol ficaram em repouso por 15 min, e em
seguida foram filtradas em filtro em PTFE / PHOBIC, polipropileno com didmetro de poro de
0,5 mm.

Os extratos foram analisados utilizando-se um aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia SHIMADZU, modelo CC — 6AD, conectado no detector UV-Vis,
SHIMADZU, modelo SPD — 10* (Departamento Quimica, UEL-PR), tendo como condi¢des
cromatograficas: eluente metanol e agua Milli-Q com propor¢des 7:3, respectivamente, com
0,1 % de acido acético, vazao de 0,7 mL.min". A coluna utilizada foi ODS Ci34,6 x 250 mm
(analitica) com temperatura de 22 °C. O volume de injecdo foi de 20 pL e a eluigdo foi

monitorada no comprimento de onda de 220 e 254 nm durante 60 minutos.

4.2.5 Controle Bioldgico do Mofo Branco na Cultura da Soja

Os ensaios foram conduzidos em condi¢des de campo na safra 2010/11, no
municipio de Maua da Serra — PR, latitude 23°51°06”, longitude 51°10°40” ¢ altitude 970 m.
A cultivar de soja semeada foi a BRS283, sob sistema de plantio direto apos trigo.

Inicialmente na 4rea experimental foram avaliados superficialmente vinte e
cinco pontos com 1,0 m® cada para contagem do nimero de esclerodios/m® e para
confirmagdo da viabilidade dos esclerddios (indculo inicial). Os esclerodios encontrados
foram submetidos a assepsia (trés min. em alcool a 50% e trés min. em hipoclorito de sodio a
1%) e lavados trés vezes com agua destilada esterilizada. Apos secagem em cdmara de fluxo
laminar, foram colocados sobre meio de cultura Neon (PERES et al., 2002) e incubados a 20
+ 2 °C, em escuro total por sete dias. Os esclerdédios viaveis foram identificados pela
formacao do halo amarelado no meio de cultura Neon, resultante da rea¢ao do acido oxalico,
produzido pela S. sclerotiorum, com o azul de bromofenol, contido no meio.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com seis
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos e as doses utilizadas foram T1 (testemunha

0,0 p.f./ha), T2 (fluazinam — 1,0 L de p.f./ha), T3 (biologico comercial 1 - 0,2 Kg de p.f./ha),
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T4 (biolégico comercial 2 — 1,0 L de p.f/ha), T5 (bioldgico selvagem - TH25 — 10°
conidios/ml), T6 (biologico selvagem 2 - TH42 — 10° conidios/ml). Desenvolveram-se dois
ensaios com o delineamento citado: Ensaio 1 — aplicagdes dos tratamentos no inicio do
inverno durante a cultura do trigo e aplicagdes no inicio do verdo durante a cultura da soja, e
Ensaio 2: aplicagdes dos tratamentos somente no inicio do verdo durante a cultura da soja. A
area experimental foi subdividida em parcelas com 4,0 x 6,0 m (24 m?), totalizando uma érea
de 576 m” para cada ensaio. As aplicagdes foram realizadas com auxilio de pulverizador
costal pressurizado com CO,. No caso dos tratamentos com agentes biocontroladores, a
aplicac¢do procedeu-se no estadio V3 e R1, e no caso do tratamento quimico com fluazinam, a
aplicacdo foi realizada no estadio R1 e 15 dias apds (R3).

Para manutencdo do ensaio, nos estadios R2 e¢ R4 foram realizadas
aplicagdes de azoxistrobina (200 g de i.a./L) + ciproconazol (80 g de i.a./L), para controle da
ferrugem asiatica, causada por Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.

Aos 95 DAS realizaram-se as avaliagdes de incidéncia (porcentagem de
plantas com sintomas) e severidade do mofo branco, por meio da escala de notas de Grau et
al. (1982) sendo: 0 = sem sintomas; 1 = lesdo em ramos laterais; 2 = lesdo na haste principal;
3 = lesdo na haste principal resultando na morte da planta. As notas foram transformadas em
valores angulares e posteriormente para o indice de intensidade de infeccdo (I’= sen’.o)
proposto por Amaral (1969). Avaliaram-se quatro pontos/parcela e 40 plantas por ponto.

Aproximadamente aos 120 DAS foi realizado a colheita manual, colhendo-
se 4,0 m de duas linhas centrais, totalizando 8,0 m lineares em cada parcela e avaliaram-se o

peso de graos/parcela e umidade.

4.2.6 Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade das variancias foi testada utilizando-se Hartley. A andlise estatistica
foi realizada quando houve variancia entre as médias e foi aplicado o teste de Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade de erro, utilizando o programa SASM-Agri (CANTERI et al.,
2001). Para verificar a correlagdo dos dados foi calculado o Coeficiente de Correlacao de

Pearson (r).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Antagonismo de Trichoderma sp. Frente a isolados de S. sclerotiorum de Diferentes

Regides Brasileiras

No teste de antagonismo, em geral, o isolado TH25 apresentou as maiores
porcentagens de crescimento (Tabela 3), embora alguns tratamentos ndo tenham diferenciado
estatisticamente do isolado TH42.

Na comparagdo de médias entre os isolados de S. sclerotiorum confrontadas
com o Trichoderma sp. TH42, apenas o isolado de S. sclerotiorum obtido do municipio de
Guarapuava-PR diferenciou-se estatisticamente (p<0,05) das demais, apresentando 95% de
crescimento. No teste de confrontagdo com o isolado de Trichoderma sp. TH25, nao
observou-se diferenga significativa (p<0,05) entre o crescimento dos nove isolados de S.

sclerotiorum, com porcentagens de crescimento variando de 80 a 100%.

Tabela 3 —Crescimento micelial de Trichoderma sp. (%) confrontadas com S. sclerotiorum
isolados de diferentes regides brasileiras, avaliadas pela escala de notas de Bell et
al. (1982) e transformadas em porcentagem. Londrina-PR, 2011.

S. sclerotiorum TH25 TH42
Maua da Serra-PR 100,0 A a 75,0 B b
Guarapuava-PR 100,0 A a 950 A a
Nao-Me-Toque-RS 80,0 A a 65,0 B a
Manuel Ribas-PR 100,0 A a 70,0 B b
Pinhdo-PR 95,0 A a 75,0 B b
Sao Miguel do Passa Quatro-GO 90,0 A a 60,0 B b
Castro-PR 90,0 A a 90,0 B a
Vacaria-RS 80,0 A a 70,0 B a
Montividiu-GO 100,0 A a 55,0 B b

CV (%) 15,9

Me¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha, nao diferenciam

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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4.3.2 Influéncia dos Extratos de Trichoderma sp. na Inibicdo do Crecimento Micelial de

Diferentes Isolados de S. sclerotiorum

De acordo com a analise de variancia apresentada (Tabela 4), observou-se
interagdo significativa a 5% de probabilidade de erro pelo teste F, para todas as fontes de
variagdo. Houve interagdo tripla entre os fatores avaliados: isolados de S. sclerotiorum X

isolados de Trichoderma sp. X extratos.

Tabela 4 —Analise de variancia para delineamento fatorial 9x2x3 da inibigdo micelial de nove
isolados de S. sclerotiorum tratadas com extratos de dois isolados de Trichoderma
sp., cultivadas em meio liquido BD (extrato do liquido e do micélio) e arroz com
casca (extrato do arroz). Londrina-PR, 2011.

Fontes de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
S. sclerotiorum (S) 8 19969 2496 16**
Trichoderma sp. (T) 1 34907 34907 231 **
Extratos (E) 2 51891 25945 172%*
SxT 8 7987 998 6**
SxE 16 11938 746 4
TxE 2 25519 12759 84#*
SXxExT 16 6834 427 %%
Tratamento 53 159046 3001 19%*
Residuo 212 31904 150
Total 269 191531
C.V. (%) 16

(*) significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F
(**) significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F

Na tabela 5 sdo apresentados os dados de inibicdo micelial dos nove
isolados de S. sclerotiorum frente aos extratos de micélio, liquido e arroz, separadamente para
TH25 e TH42.

Na comparagdo de médias entre os extratos TH25-S (arroz), TH25-L
(liquido) e TH25-M (micélio) (comparagdo na linha na Tabela 5), os que apresentaram maior
porcentagem de inibi¢do foram os extratos de micélio, que diferenciaram estatiticamente
(p<0,05) dos extratos do arroz e do liquido. Entre os extratos TH42-S, TH42-L e TH42-M, a
maior porcentagem de inibicdo, foi observada nos extratos do liquido e do micélio. Em geral,
0s extratos que apresentaram a maior porcentagem de inibigdo micelial da S. sclerotiorum

foram os extratos TH25-M, TH42-L e TH42- M.
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Na compara¢do das médias entre os isolados de S. sclerotiorum
(comparagdo na coluna na Tabela 5), quando tratadas com o extrato do Trichoderma sp.
TH25-S as maiores porcentagens de inibi¢do foram observadas pelos isolados de S.
sclerotiorum dos municipios de Nao-Me-Toque-RS, Manuel Ribas-PR, Pinhdo-PR, Séao
Miguel do Passa Quatro-GO, Castro-PR e Vacaria-RS, variando de 41,5 a 61,3% de inibigao.
Quando utilizado o extrato TH25-L, a porcentagem de inibi¢do foi maior para os isolados de
S. sclerotiorum dos municipios de Nao-Me-Toque-RS (89% de inibigdo), Maua da Serra-PR
(81,5%) e Guarapuava (75%). Para o restante dos extratos TH25-M (micélio), TH42-S
(arroz), TH42-L (liquido) e TH42-M (micélio), os isolados de S. sclerotiorum nao

apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre si, na inibi¢do de crescimento micelial.

Tabela 5 —Inibigdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum (%) apds tratamento com
extratos de dois isolados de Trichoderma sp. TH25 e TH42, cultivados em arroz
com casca (extrato do arroz) e meio liquido BD (extrato do liquido e do micélio).
Londrina-PR, 2011.

S, sclerotiorumm Trichoderma TH25

Arroz Liquido Micélio
Maua da Serra-PR 244 B ¢ 81,5 A b 100,0 A a
Guarapuava-PR 324 B ¢ 750 A b 100,0 A a
Né&o-Me-Toque-RS 613 A b 894 A a 100,0 A a
Manuel Ribas-PR 57,7 A b 540 B b 100,0 A a
Pinhdo-PR 432 A ¢ 659 B b 91,0 A a
Sdo Miguel do Passa Quatro-GO 494 A b 38,1 C b 87,0 A a
Castro-PR 415 A ¢ 649 B b 823 A a
Vacaria-RS 415 A ¢ 684 B b 84,8 A a
Montividiu-GO 11,2 C b 20,7 C b 90,2 A a

S, sclerotiorumm Trichoderma TH42

Arroz Liquido Micélio
Maué da Serra-PR 740 B b 100,0 A a 83,1 A a
Guarapuava-PR 76,2 B b 100,0 A a 98,4 A a
Nao-Me-Toque-RS 87,0 B a 100,0 A a 90,0 A a
Manuel Ribas-PR 788 B b 100,0 A a 963 A a

Pinhdo-PR 95,6 A a 100,0 A a 934 A
Sdo Miguel do Passa Quatro-GO 56,3 B ¢ 100,0 A 80,1 A b
Castro-PR 685 B b 100,0 A b 82,7 A a
Vacaria-RS 66,7 B b 100,0 A a 84,1 A a
Montividiu-GO 754 B b 100,0 A a 90,1 A a

Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferenciam estatisticamente entre si

pelo teste de Scott-Knott, 5% de probabilidade de erro.
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Nas placas controle positivo (BDA + Frowncide) observou-se 100% de
inibicdo micelial da S. sclerotiorum. Apenas em alguns tratamentos com extratos foram
observados essa porcentagem de inibi¢do, como por exemplo, os tratados com extratos TH42
— L (liquido). No entanto ndo se diferenciaram estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos com
os extratos TH42-M (micélio). Nos extratos BRANCO-S ¢ BRANCO-M, os quais foram
produzidos a partir do arroz ¢ do meio liquido BD sem o cultivo do Trichoderma sp.,
observaram-se crescimentos normais dos isolados de S. sclerotiorum, igual a testemunha sem
adicao dos extratos.

Na andlise da comparagdo de médias entre os extratos TH25-S e TH42-S
(extrato do arroz) (Figura 3) observou-se diferenca estatistica (p<<0,05) em todas os isolados
de S. sclerotiorum, com exce¢ao do isolado do municipio de Sdo Miguel do Passa Quatro-
GO, os quais TH25-S (49,4%) e TH42-S (56,3%) ndo diferiram estatisticamente. Entre os
extratos TH25-L e TH42-L (extrato liquido) também se diferenciaram significativamente
(p<0,05) para todas os isolados de S. sclerotiorum, com excecdo do isolado do municipio de

Nao-Me-Toque-RS.

Figura 3 —Porcentagem da inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum apods
tratamento com extratos de dois isolados de Trichoderma sp., cultivados em arroz
com casca (TH25-S e TH42-S do extrato do arroz) e meio liquido BD (TH25-L e
TH42-L do extrato do liquido e TH25-M e TH42-M do extrato do micélio).
Comparacao de médias entre TH25 e TH42. Médias seguidas de mesma letra entre
cada isolado de S. sclerotiorum, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott, 5% de probabilidade de erro.
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Entre os extratos TH25-M e TH42-M (extrato do micélio) ndo houve
diferenca significativa entre os mesmos para todos os isolados de S. sclerotiorum. Em geral,
nessa comparacdo, a maioria dos extratos do TH42 apresentaram as maiores inibi¢des

miceliais de S. sclerotiorum.

4.3.3 Influéncia dos extratos de Trichoderma sp. na inibi¢do da geminagdo carpogénica e

germinagdo de ascosporos de S. sclerotiorum

Em relagdo a inibicdo da germinagdo carpogénica (Tabela 6) todos os
extratos apresentaram eficiéncia diferindo-se estatisticamente (p<0,05) da testemunha, no
entanto TH25-L e TH42-L foram os melhores tratamentos com 42,7 ¢ 38,3% de inibigao,
respectivamente. Os extratos TH25-S, TH42-S, TH25-M e TH42-M apresentaram eficiéncia
intermediaria, estatisticamente iguas entre si (p<0,05).

Nos resultados da contagem dos ascdsporos, em todos os tratamentos foram
observados reducdo do numero de ascosporos produzidos por apotécio em comparagdo a
testemunha (156,4 mil ascésporos/apotécio), com exce¢ao do extrato TH42-S (144,5 mil
ascosporos/apotécio) o qual ndo diferiu estatisticamente da testemunha (p<0,05). Os

tratamentos que apresentaram menor nimero de ascosporos foram TH25-S e TH25-M.

Tabela 6 —Porcentagem de inibicdo da germinagdo carpogénica ¢ nimero de ascosporos/
apotécio (ASC/APO x 1000), apos tratamento com extratos dos isolados de
Trichoderma sp. TH25 e TH42. Londrina-PR, 2011.

Tratamentos IGC ASC/APO
Testemunha - - 156,4 a
TH25-S 11,8 b 655 d
TH42-S 59 b 1445 a
TH25-M 10,3 b 51,5 d
TH42-M 235 b 98,0 ¢
TH25-L 42,7 a 106,5 ¢
TH42-L 38,3 a 1225 b
C.V. 57,8 12,2

M¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferenciam estatisticamente entre
si pelo teste de Scott-Knott, 5% de probabilidade de erro. (S) extrato do arroz, (M) extrato do

micélio e (L) extrato do meio liquido.
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Observou-se uma correlacao positiva fraca entre os dados de inibi¢do da
germinagdo carpogénica € o numero de ascosporos por apotécio, apresentando coeficiente de
correlagdo r = 0,26.

Nos resultados de numero de estipes ndo se observou diferengas
significativa entre os tratamentos. Assim como os dados da germinagdo dos ascosporos, os
quais nao apresentaram diferenga estatistica (p<0,05) entre a testemunha e os tratamentos com

adicdo dos extratos (dados ndo apresentados).

4.3.4 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) dos Extratos de
Trichoderma sp. TH25 e TH42, Cultivados em meio Liquido BD e Arroz

Os cromatogramas das Figuras 4 a 9 representam a comparacdo das
absor¢des dos metabolitos dos extratos dos isolados TH25 ¢ TH42 do Trichoderma sp. em
comprimentos de onda 220 nm e 254 nm. Os compostos presentes nos extratos t€ém maior
absorcdo no comprimento de 220 nm. Esses apresentam dois picos semelhantes nos
cromatogramas mencionados, com a faixa de tempo de retengdo 36-38 e 47-49 min no
comprimento de onda 220 nm, e dois picos na faixa 35-36 ¢ 44-45 min em 254 nm. Esses
resultados demonstram que os isolados TH25 e TH42 do Trichoderma sp. biossintetizam
substancias que sdo excretadas para o meio BDL que foi extraido com acetato de etila,
formando TH25-L e TH42-L (Figura 4 e 5). Esses picos sdo os mesmos contidos nos extratos
do micélio TH25-M e TH42-M extraidos com metanol (Figura 5 e 6). Possivelmente, os picos
sao das substancias responsaveis pela atividade antifungica responsavel por inibir o

crescimento do micélio da Sclerotinia sclerotiorum e inibir a germinagdo carpogénica.



Figura 4 — Cromatograma obtido dos extratos do liquido TH25-L a 220nm e TH25-L a 254nm.
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Figura 5 - Cromatograma obtido dos extratos do liquido TH42-L a 220nm e TH42-L a 254nm.
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Figura 6 — Cromatograma obtido dos extratos do micélio TH25-M a 220nm e TH25-M a 254nm.
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Figura 7 — Cromatograma obtido dos extratos do micélio TH42-M a 220nm e TH42-M a 254nm.
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Observando os picos representados nos cromatogramas mencionados acima,
constatou-se que ha diferenga entre os extratos, sugerindo que os isolados de Trichoderma sp.
TH25-S e TH42-S (Figura 8 e 9) do cultivo s6lido em arroz com casca podem diferenciar-se
de acordo com perfil quimico dos extratos do cultivo liquido BD (extrato do liquido e do
micélio).

A comparagdo dos extratos dos isolados TH25 ¢ TH42 do Trichoderma sp.
nos cultivos liquidos e so6lidos permitiu observar que houve maior concentracdo de

substancias no cultivo em meio liquido, em fun¢do da maior intensidade dos picos.

Figura 8 — Cromatograma obtido dos extratos do arroz TH25-S a 220nm e TH25-S a 254nm.
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Figura 9 — Cromatograma obtido dos extratos do arroz TH42-S a 220nm e TH42-S a 254nm.
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4.3.5 Controle Bioldgico do Mofo Branco na Cultura da Soja

Nos resultados da incidéncia do mofo branco do ensaio 1 (Tabela 7),
observou-se a eficiéncia (p<0,05) da aplicagdo dos tratamentos em relacdo a testemunha
(48,1% de incidéncia), com exce¢do do produto biolodgico comercial 2, formulado a base de
Trichoderma sp., o qual ndo diferenciou-se (p<0,05) da testemunha. O produto biologico
comercial 1, os isolados selvagens TH25 e TH42, e o fungicida fluazinam apresentaram
resultados eficientes de 37,5; 30,0; 32,5 ¢ 14,4% de incidéncia, respectivamente, os quais
diferiram estatisticamente da testemunha (p<0,05). O isolado TH25 apresentou redugdo na
incidéncia da doenca de 37,6% em relagdo a testemunha e o isolado TH42 redugao de 32,4%.
Na avaliacdo da severidade os produtos bioldgicos e o fungicida fluazinam diferenciaram-se
da testemunha (p<0,05). Os produtos bioldgicos comerciais 1 e 2 apresentaram 35,0 e 41,3%
de severidade da doenca e os isolados selvagens TH25 e TH42 apresentaram 34,8 e 35,7%,
respectivamente. O fungicida fluazinam apresentou 8,8% de severidade, diferenciando-se
estatisticamente de todos os tratamentos, assim como nos resultados de incidéncia. Na
produtividade ndo se observou diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos, inclusive

a testemunha.
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No ensaio 1, observou-se correlagdo negativa forte entre incidéncia x
produtividade e severidade x produtividade, apresentando coeficiente de correlagdo r = - 0,92

e r=- 0,88, respectivamente (dados ndo apresentados).

Tabela 7 —Incidéncia e severidade do mofo branco, produtividade na cultura da soja tratadas
com Trichoderma sp. ¢ fungicida fluazinam, em dois ensaios: ensaio 1 (aplicagao
inverno/verao) e ensaio 2 (aplica¢ao verao). Maua da Serra-PR, 2011.

T Incidéncia Severidade Produtividade
ratamentos
% '3 Kg/ha
Testemunha 48,1 a 56,1 a 3164,3 a
Fluazinam 144 ¢ 8,8 c 3496,8 a
Comercial 1' 375 b 350 b 3237,6 a
Comercial 2! 40,0 a 413 b 3201,8 a
Selvagem TH25? 30,0 b 348 b 3260,2 a
Selvagem TH42’ 32,5 b 357 b 3320, a
CV (%) 19,5 7,0 15,7
Incidéncia Severidade Produtividade
Tratamentos
% I Kg/ha
Testemunha 40,6 a 46,7 a 3092,8 a
Fluazinam 11,9 ¢ 129 ¢ 3611,6 a
Comercial 1' 36,3 a 328 b 32174 a
Comercial 2 38,1 a 345 b 3182,0 a
Selvagem TH25° 288 b 287 b 32674 a
Selvagem TH42? 244 b 28,8 b 33314 a
CV (%) 8,7 24,0 9,1

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. (1) produto comercial formulado a base de T. harzianum, (2) isolado selvagem de
T. harzianum, (3) indice de intensidade de infec¢do em porcentagem.

Os resultados do ensaio 2 foram semelhantes ao ensaio 1, portanto ndo foi
observado diferenga das aplicagdes inverno/verdo ou somente verdo. Nos dados de incidéncia,
os dois produtos bioldgicos comerciais 1 e 2 (36,3 e 38,1%), ndo diferiram estatisticamente
(p<0,05) da testemunha (40,6%), enquanto os tratamentos com os isolados selvagens TH25 e
TH42, observaram-se 28,8 ¢ 24,4% de incidéncia, e no tratamento com fungicida fluazinam,

observou-se a maior eficiéncia apresentando apenas 11,9%. Na avaliagdo da severidade, os
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produtos biologicos e o fungicida fluazinam também diferenciaram-se da testemunha
(p<0,05). Os produtos biologicos comerciais 1 e 2 apresentaram 32,8 e 34,8% de severidade.
Os isolados selvagens TH25 e TH42 apresentaram 28,7 e 28,8%, respectivamente, € o
fungicida fluazinam, 12,9% de severidade. Os resultados de incidéncia e severidade do
tratamento com fungicida fluazinam foram os melhores, diferenciando-se estatisticamente dos
demais. Nos resultados de produtividade, ndo observou-se diferenca significativa entre os
tratamentos. Assim como no ensao 1, observou-se correlacdo negativa forte entre incidéncia
x produtividade e severidade x produtividade, apresentando coeficiente de correlacdo r = -

0,96 ¢ r=-0,95, respectivamente (dados ndo apresentados).

4.4 DISCUSSAO

A eficiéncia do fungo Trichoderma spp. para inibigdo de fitopatogenos é
avaliada em muitos trabalhos, como por exemplo de Weidling (1934) Datnoff et al. (1995);
Melo, (1996); Larkin e Fravel, (1998); Cotxarrera et al. (2002), Bettiol (2006) e Kerkeni et al.
(2007) e a sua utilizacdo em programas de controle biologico de doengas de plantas ¢ cada
vez mais comum e consolidada.

De acordo com Hjeljord e Tronsmo (2005), o antagonismo do Trichoderma
spp. sobre os fitopatdgenos pode ocorrer por meio da competicdo por espaco, nutrientes e
oxigénio. Possui também a capacidade de micoparasitar fungos como a S. sclerotiorum,
entrelagando e penetrando no micélio (BETTIOL, 2006).

Especificamente, para o controle ou inibi¢do do fungo Sclerotinia
sclerotiorum causador do mofo branco na cultura da soja, trabalhos desenvolvidos por Gorgen
et al. (2009), Louzada et al. (2009) e Figueirédo et al. (2010) relatam a efetividade do
Trichoderma spp.

Figueirédo et al. (2010) desenvolveram um trabalho de confrontagdo direta
de S. sclerotiorum X Trichoderma sp. com avaliagdo da classe de antagonismo pela escala de
notas de Bell et al. (1982). Dos oito isolados de Trichoderma sp. avaliadas, em trés delas
observou-se nota 1, representando o crescimento micelial do biocontrolador em 100% da
placa de Petri, inclusive sobre o patdogeno. Em outros cinco isolados, observou-se nota 2,
representando 75% de crescimento. Resultado similar foi observado neste trabalho, onde o
isolado TH25 Trichoderma sp. apresentou 80 a 100% na presenca de S. sclerotiorum. Com o

isolado TH42, observaram-se resultados menores de crescimento, variando de 55 a 95%.
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Trabalho similar de confrontacdo direta de S. sclerotiorum X T. harzianum
foi desenvolvido por Abdullah et al. (2008), no qual a avaliacdo do antagonismo foi realizada
por meio de imagens feitas por microscopio eletronico de varredura. Apos, aproximadamente,
trés dias de incubagdo, observaram o crescimento de hifas lineares e paralelas de S.
Sclerotiorum tentando romper a barreira de micélios do T. harzianum. No entanto,
observaram-se hifas de T. harzianum entrelagando nas hifas da S. sclerotiorum, produzindo
apressorios e estruturas semelhantes a ganchos que permitem sua penetracdo. Segundo os
autores os resultados e as imagens sugerem uma interacdo de parasitismo. Possivelmente, o
crescimento micelial do Trichoderma sp. sobre a S. sclerotiorum, observado nas placas de
Petri no presente trabalho de confrontacdo direta, seja devido a interacdo de micoparasitismo
existente entre eles.

Como citado anteriormente, Louzada et al. (2009), a partir de 40 amostras
de solo, estabeleceram uma colec¢do de 230 isolados monosporicos de Trichoderma spp., com
0 objetivo de selecionar isolados com potencial para controle biolégico de doengas causadas
por S.sclerotiorum. Foram desenvolvidos testes de confrontagdo direta com avaliagdes ao
microscopio eletronico de varredura e com auxilio da escala de nota de Bell et al. (1982), no
qual foram observados potencial antagonico em 10% dos isolados de Trichoderma. Nas
avaliagdes ao microscopio eletronico, sete isolados selecionados in vitro mostraram que nem
todos promoveram o hiperparasitismo dos patdgenos, sugerindo a existéncia de outros
mecanismos de antagonismo, possivelmente a antibiose ou competicao.

Os fungos do género Trichoderma tém crescimento rapido, sdo produtores
de esporos, além de fonte de enzimas que atacam a parede celular (celulases, quitinases,
glucanases, etc), e produzem antibioticos (VINALE et al., 2008) como konigininas e
fosfolipases A, (SOUZA et al., 2008).

Weidling (1934) foi o pesquisador a desenvolver os primeiros trabalhos
relatando a capacidade de Trichoderma spp. em produzir metabdlitos, descobrindo o potencial
desse fungo como agente de controle bioldgico por seu mecanismo de interagdo de antibiose.
Neste trabalho, foram retirados extratos dos isolados de Trichoderma sp. e por meio da
analise da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram observados maior
concentracdo de substancias ou possiveis metabolitos nos cultivos liquidos baseados na area
dos picos, visualizados nos cromatogramas.

Segundo Macias et al. (2000), Trichoderma virens produz um grupo de

metabolitos com esqueletos carotanos juntos com ciclonerotriol, chamados trichocarenos A,
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B, C e D, os quais apresentam atividades biologica, podendo ser reguladores de crescimento
de plantas, antimicrobianos, herbicidas, micotoxinas ou medicamentos.

Peptaibois e peptideos N-acilados sdo metabdlitos, frequentemente
encontrado em Trichoderma spp. e caracterizados por possuir elevada taxa de aminoacidos
alfa-dialquilados, que sdo ativos contra bactérias gram-positivas (DANIEL e RODRIGUES
FILHO, 2007). Wiest et al. (2002) desenvolveram um trabalho sobre identificacdo de
peptaibois e relataram uma caracterizagdo preliminar do peptaibol sintetase de Trichoderma
virens. A identificagdo completa do gene responsavel para a produgdo de peptaibol facilitaria
os estudos sobre sua estrutura e sua fungdo, consequentemente, contribuiria para maires
descobertas sobre sua atividade no biocontrole.

Nos resultados do presente trabalho com aplicagdo dos extratos houve altas
taxas de inibi¢do do crescimento micelial, sendo que a maioria dos tratamentos apresentou
porcentagens acima de 80% e para inibi¢do da germinagdo carpogénica as taxas variaram de
10 a 23%.

Provavelmente, a inibi¢do observada no crescimento micelial e germinacao
carpogénica, seja devido a presenga de metabdlitos nos extratos, como foi observado nos
picos durante a leitura da cromatografia (HPLC), os quais podem representar as possiveis
substancias ou metabolitos presentes no extrato. O desenvolvimento de trabalhos em relagdo
ao isolamento das possiveis substancias presentes nos extratos de Trichoderma sp. TH25 e
TH42 sdo essenciais para maiores esclarecimentos do potencial dessas substincias para
inibigdo de S. sclerotiorum e redugdo dos danos causados por esse fitopatogeno.

Em relagdo ao potencial de Trichoderma spp. para uso em condi¢des em
campo para controle do mofo branco, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas nos dias
atuais, devido os danos causados pela doenca em varias regides brasileiras, principalmente,
em regides com elevada altitude ou em campos de produgdo com uso de pivd central.

Em varios trabalhos sdo observados resultados significativos em relacao a
eficiéncia Trichoderma sp., mas alguns com diferenciagdes no modo de aplicagdo em relagdo
ao presente trabalho, que baseou-se apenas em aplicagdes por meio de pulverizagdes na parte
derea da planta. Como por exemplo, Gorgen et al. (2009) testaram a aplicagdo de
Trichoderma harzianum com associac¢do de palhada de Brachiaria ruziziensis para redugdo da
densidade de inoculo de S. sclerotiorum e redu¢édo da incidéncia de mofo-branco na cultura da
soja. Constataram que a interagdo do biocontrole com uso da palhada ¢ eficiente e viavel
podendo reduzir a incidéncia do mofo-branco da soja. De acordo com os autores o manejo das

areas infestadas por meio de palhada pode ser essencial para o sucesso do controle bioldgico
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em grandes culturas, sendo que os antagonistas dependem do ambiente onde ¢ aplicado, para
um melhor estabelecimento e sobrevivéncia permanente. Menendez ¢ Godeas (1998)
observaram a eficiéncia do T. harzianum por meio de aplica¢@o no sulco com 40% de controle
em relacdo a testemunha para germinagdo de sementes e 62,5% de redu¢do no niimero de
esclerddios germinados. Paula Junior et al. (2009) desenvolveram testes com Trichoderma sp.
in vitro e em campo por meio de aplicagdo via agua de irrigagdo, onde a maioria dos isolados
do antagonista foi eficaz contra S. sclerotiorum in vitro, mas em campo, a aplicacdo de
Trichoderma nao reduziu a incidéncia e severidade da doenga ¢ ndo aumentou o rendimento
de graos.

Nos dados apresentados nesse trabalho, observou-se a eficiéncia da
aplica¢do dos isolados selvagens de Trichoderma sp., embora essa eficiéncia tenha sido
menor a aplicagdo do fungicida fluazinam.

Trabalhos desenvolvidos com o controle biolégico de doengas de plantas,
especificamente com a utilizagdo de Trichoderma sp. para controle do mofo branco, estdo
sendo muito estudados devido ao potencial do biocontrolador, mas ainda existem muitos
obstaculos em relagdo a padronizagdo dos materiais utilizados, que seguem desde as etapas de
selecdo dos agentes de biocontrole até a formulacdo dos produtos para vendas em larga escala.
Como comentado anteriormente, a utilizacdo do controle biologico se torna vulneravel em
condi¢cdes de campo devido a grande sensibilidade do estabelecimento dos agentes
biocontroladores. O processo de selecdo desses microrganismos de forma localizada para
diferentes regides e climas especificos, poderia facilitar o estabelecimento desses quando
aplicados em locais ou regides de maior favorabilidade em relagdo a temperatura, umidade,
precipitacdo, condi¢des quimicas e fisicas do solo, e outros.

O sucesso da aplicagdo dos agentes de controle bioldgico depende de
interagdes complexas com os patdogenos e as plantas. Recentes avangos e técnicas modernas,
como a protedmica e a metabolomica podem fornecer novas informagdes sobre as interacdes
do Trichoderma. A aplicagdo dos metabolitos de Trichoderma para prote¢do das culturas para
inducdo das defesas do hospedeiro pode tornar-se uma realidade no futuro préoximo, podendo

ser produzidos em grandes quantidades e escala industrial (VINALLE et al., 2008).
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4.5 CONCLUSAO

Todos os extratos de Trichoderma sp. apresentaram eficiéncia significativa
para inibi¢ao do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, na inibi¢do da germinagao
carpogéncia e na redu¢do do nimero de ascosporos produzidos por apotécio.

Em campo, a aplicacdo dos isolados selvagens de Trichoderma sp.
reduziram a incidéncia e severidade do mofo branco. No teste de antagonismo de
confrontacdo direta, ndo observou-se variabilidade dos isolados de S. sclerotiorum. No
entanto, no teste de extratos observaram-se diferencas significativas entre os isolados de S.

sclerotiorum quando aplicados os extratos menos eficientes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O fluazinam e o procimidona apresentaram maior eficiéncia para o controle
do mofo branco na cultura da soja em condi¢des de campo. Para inibicdo do crescimento
micelial, inibicdo da germinagdo carpogénica e dos ascésporos, apenas o fluazinam foi
eficiente.

Os extratos de Trichoderma sp. inibiram o crescimento micelial de S.
sclerotiorum, inibiram a germinagdo carpogénica e¢ reduziram o nimero de ascosporos
produzidos por apotécio, in vitro, devido a agdo de possiveis metaboélitos presentes nos
extratos. Trabalhos posteriores serdo desenvolvidos para o isolamento dos possiveis
metabolitos existentes nos extratos de Trichoderma sp. TH25 e TH42. Os isolados selvagens
de Trichoderma sp. reduziram a incidéncia e a severidade do mofo branco, mas apresentaram

menor eficiéncia que a aplicacao dos fungicidas fluazinam.
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