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PEREIRA LEITE, Juliana Aparecida Borelli. Metodologias de avaliacdo e
compatibilidade de produtos quimicos e bioldgicos, visando o controle de Sclerotinia
sclerotiorum em soja. 2021. 136 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sdo Paulo, 2021.

RESUMO

A doenca mofo-branco, causada por Sclerotinia sclerotiorum, pode reduzir a
produtividade da soja de 30% até 70%. O manejo dessa doenca consiste de controles
quimico e biol6gico. Objetivou-se no presente estudo avaliar a compatilibidade de
produtos quimicos e bioldgicos no controle in vitro, in vivo e na germinagdo carpogénica
de isolados de S. sclerotiorum de soja e aprimorar metodologias de avaliagédo. Foram
testados trés isolados do fungo. Os fungicidas testados foram: Tiofanato metilico;
Procimidona; Boscalida + Dimoxistrobina; Fluazinam e Fluazinam + Tiofanato metilico,
em cinco concentragdes (0; 0,1; 1,0; 10, 100 e 1000 ppm do i.a.). Os produtos de controle
bioldgico foram: Trichordemil® (Trichoderma harzianum); Tricho-turbo® (T.
Asperellum); Serenade® (Bacillus subtilis) e Bio-Imune® (B. subtilis), na concentracao
de 1000 ppm do p.c., bem como as misturas dos fungicidas + produtos de controle
bioldgico. O teste de patogenicidade dos isolados foi feito em folhas destacadas de soja,
seguido de inoculagdo de disco de BDA com os isolados. Avaliou-se a severidade da
doenca com escala diagramatica e contou-se o nimero de esclerddios produzidos. O pH
das caldas dos fungicidas, dos produtos de controle bioldgico e das misturas foi medido
bem como avaliada a compatibilidade. O efeito in vitro dos fungicidas sobre os produtos
de controle biolégico foi avaliado por cultura pareada. No ensaio in vitro, incorporou-se
os fungicidas, os produtos de controle biologico e as misturas em BDA, seguido de
inoculacdo dos isolados do fungo. Mediu-se o diametro da col6nia e contaram-se 0s
esclerddios produzidos. Calculou-se a equagéo da perfomance de cada produto e misturas
por isolado, o R? e as concentragdes letais CLso e CLgs. N0 ensaio in vivo, os fungicidas,
os produtos de controle bioldgico e suas misturas foram aplicados nas folhas destacadas
de soja, seguido de inoculacao dos isolados do fungo. A avaliacao foi idéntica ao do teste
de patogenicidade. As equagdes, R?e CLso € CLos por produto e por isolado também
foram calculadas. O teste de germinacdo carpogénica dos isolados foi feita em caixas
gerbox com solo autoclado, infestado com esclerédios de cada isolado e regado com

fungicidas, produtos de controle biologico e suas misutras. Avaliou-se a germinacéo dos
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esclerédios. Calculou-se a equacdo da perfomance, o R? e as concentragdes letais CLso €
CLos. Todos os isolados de S. sclerotiorum foram patogénicos em folhas de soja
destacadas, com diferencas de agressividade entre eles. Os valores de pH dos fungicidas
e, principalmente, da mistura fungicidas + produtos de controle biolégico ficaram dentro
da normalidade para aplicagdo no campo. N&o ha incompatibilidade fisica na calda dos
fungicidas com produtos de controle biologico, quando a mesma ficou em agua em
constante agitacdo. Os fungicidas interferiram mais efetiva e negativamente sobre o
crescimento do antagonista Bacillus do que do Trichoderma. Os fungicidas associados
aos antagonistas Trichoderma e Bacillus proporcionaram maiores porcentagens de
inibicdo de S. sclerotiorum, quando comparados ao uso isolado dos fungicidas, bem como
inibiram nova producdo de esclerodios e impediram a germinagdo carpogénica das
estruturas. Dentre as metodologias testadas, 0 método de inoculagdo com disco de BDA
em folhas destacadas de soja reproduziu de forma eficiente os sintomas da doenca e pode
demonstrar melhor o que pode acontecer no campo com a aplicacdo, principalmente, das
misturas nas plantas de soja visando o controle do mofo branco. Todos os isolados de S.
sclerotiorum mostraram-se altamente sensiveis aos fungicidas quanto ao crescimento
micelial, com excecdo dos isolados de Jaciara — MT e Muitos Capbes — RS que
enguadraram-se como moderadamente sensiveis especificamente ao tiofanato-metilico.
Os isolados mostraram-se moderadamente sensiveis aos fungicidas quando testados para
o controle da severidade da doenca, com excecao dos isolados de Pilar do Sul — SP e de
Muitos Capbes — RS que foram pouco sensiveis ao fluazinam e tiofanato-metilico. Na
germinacao carpogénica, os isolados comportaram-se desde altamente sensiveis a pouco
sensiveis aos fungicidas, em especial o de Muitos Capdes-RS que foi pouco sensivel aos

fungicidas fluazinam, procimidona e tiofanato-metilico.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max. Mofo-branco. Fungicida. Biocontrole.
Sensibilidade.



PEREIRA LEITE, Juliana Aparecida Borelli. Evaluation and compatibility
methodologies for chemical and biological products aimed at controlling Sclerotinia
sclerotiorum in soy. 2021. 136 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sédo Paulo, 2020.

ABSTRACT

White mold disease, caused by Sclerotinia sclerotiorum, can reduce soybean yields by
30% to 70%. The management of this disease consists of chemical and biological
controls. The objective of this study was to evaluate the compatibility of chemical and
biological products in the control in vitro, in vivo and in the carpogenic germination of
isolates of S. sclerotiorum of soybean and to improve methodologies of evaluation. Three
isolates of the fungus were tested. The fungicides tested were: Methyl Thiophanate;
Procymidone; Boscalid + Dimoxystrobin; Fluazinam and Fluazinam + Methyl
Thiophanate, in five concentrations (0; 0.1; 1.0; 10, 100 and 1000 ppm of a.i.). The
biological control products were: Trichordemil® (Trichoderma harzianum); Tricho-
turbo® (T. Asperellum); Serenade® (Bacillus subtilis) and Bio-Imune® (B. subtilis), at
1000 ppm c.p. concentration, as well as mixtures of fungicides + biological control
products. The pathogenicity test of the isolates was performed on detached soybean
leaves, followed by inoculation of BDA discs with the isolates. The severity of the disease
was evaluated with a diagrammatic scale and the number of sclerotia produced was
counted. The pH of the fungicides, biological control products and mixtures was
measured and the compatibility was evaluated. The in vitro effect of fungicides on
biological control products was evaluated by paired culture. In the in vitro assay,
fungicides, biological control products and mixtures were incorporated into BDA,
followed by inoculation of the fungal isolates. Colony diameter was measured and
sclerotia produced were counted. The equation of the performance of each product and
mixture per isolate, the R? and the lethal concentrations CLso and CLgs were calculated.
In the in vivo test, fungicides, biological control products and their mixtures were applied
to detached soybean leaves, followed by inoculation of the fungal isolates. The evaluation
was identical to that of the pathogenicity test. The equations, R? and CLso and CLgs per
product and per isolate were also calculated. The carpogenic germination test of the
isolates was performed in gerboxes with self-cleaned soil, infested with sclerotia of each
isolate and irrigated with fungicides, biological control products and their mixtures.

Germination of the sclerotia was evaluated. The performance equation, R? and the lethal



concentrations CLso and CLgs were calculated. All isolates of S. sclerotiorum were
pathogenic on detached soybean leaves, with differences in aggressiveness among them.
The pH values of the fungicides and, mainly, of the mixture fungicides + biological
control products were within the normality for field application. There was no physical
incompatibility in the syrup of fungicides with biological control products, when it
remained in water with constant agitation. The fungicides interfered more effectively and
negatively on the growth of Bacillus antagonist than Trichoderma. The fungicides
associated with the antagonists Trichoderma and Bacillus provided higher percentages of
inhibition of S. sclerotiorum, when compared to the isolated use of fungicides, as well as
inhibited new production of sclerotia and impeded the carpogenic germination of the
structures. Among the tested methodologies, the inoculation method with BDA disk on
detached soybean leaves efficiently reproduced the symptoms of the disease and can
better demonstrate what can happen in the field with the application, especially, of the
mixtures on soybean plants aiming to control white mold. All isolates of S. sclerotiorum
were highly sensitive to fungicides in terms of mycelial growth, with the exception of
isolates from Jaciara - MT and Muitos Capdes - RS, which were found to be moderately
sensitive specifically to thiophanate-methylium. The isolates were moderately sensitive
to fungicides when tested to control disease severity, with the exception of isolates from
Pilar do Sul - SP and Muitos Capdes - RS, which were not very sensitive to fluazinam
and thiophanate-methylic. In carpogenic germination, the isolates ranged from highly
sensitive to little sensitive to fungicides, especially the isolate from Muitos Capdes-RS,

which was little sensitive to fluazinam, procymidone and thiophanate-methyl.

KEYWORDS: Glycine max. white mold. Fungicide. Biocontrol. Sensitivity.
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1. INTRODUCAO

Na safra 2019/2020, o Brasil tornou-se 0 maior produtor mundial de soja. Na
safra 2020/2021 teve um novo recorde, a cultura ocupou uma area de 38.502,7 milhdes
de hectares, produzindo 135,861 milhdes de toneladas com uma produtividade média de
3.528 kg por ha (CONAB, 2021).

As doencas causadas por fungos estdo entre os fatores que mais afetam o
rendimento da soja, de uma safra para outra, e contribuem para o aumento dos custos de
producdo (ES-SOUFI et al., 2020). Dentre essas doencas, destaca-se o mofo-branco,
causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Esse fungo € necrotrofico,
sobrevive em restos culturais e infecta e causa perdas em ampla gama de plantas
hospedeiras (BOLAND; HALL, 1994; BOLTON et al., 2006), como a soja, feijao,
algoddo, girassol, milho, batata e dentre outras (GRAU, 1988). As condicGes que
predispdem o desenvolvimento da doenca sdo alta umidade relativa do ar, regides
chuvosas, excesso de irrigacéo, temperaturas amenas (15 a 25°C) e pouca incidéncia de
luz (MEYER etal., 2017).

Os sintomas e sinais da doenca sdo a presenca de lesdes encharcadas nas folhas,
ou qualquer outro tecido da parte aérea da planta, de coloracéo parda e consisténcia mole.
Nos tecidos infectados aparece uma eflorescéncia branca que lembra algodao,
constituindo-se o micélio do fungo. Em poucos dias, o micélio transforma-se em uma
massa negra e rigida, o esclerodio (LEITE, 2005).

Os esclerodios, estruturas de resisténcia do fungo, podem permanecer viaveis no
solo por 8 anos ou mais (ALMEIDA et al., 2005). Na germinacdo miceliogénica do
esclerddio, ha producéo de hifas que infectam diretamente a planta, causando podridéo
de raiz. Na germinacao carpogénica ha formacao de apotécio e producdo de ascosporos.
A maioria dos ascésporos deposita-se nas plantas no campo onde foi produzido
(WEGULDO et al., 2000) e alguns sé@o dispersos pelo vento, podendo alcancar longas
distancias e infectando ainda outras plantas hospedeiras (L1 et al., 1994).

O controle do mofo-branco é considerado dificil devido a sobrevivéncia do fungo
no solo, a grande gama de plantas hospedeiras, a auséncia de cultivares resistentes e a
elevada producédo de ascosporos e esclerodios. Além disso, o fungo pode sobreviver em
sementes na forma de micélio dormente, ou com esclerédios aderidos nas mesmas

(GARCIA, 2008). O controle quimico esta entre os métodos mais antigos e usuais no
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controle do fungo S. sclerotiorum (Lib.) de Bary (NATTI, 1971; STEADMAN, 1979).

No controle quimico do mofo-branco deve-se levar em considerac6es os seguintes
aspectos: a época de aplicacdo, o fungicida e as técnicas de aplicacdo como vazao, pressao
e ponta de pulverizagéo escolhida.

O uso conjunto do controle quimico e biolégico mostra intera¢do positiva, quando
comparado aos métodos isolados (SRINIVAS; RAMAKRISHNAN, 2002). A
combinacdo torna-se promissora no manejo de doencas de plantas, devido ao acréscimo
de mecanismos de acédo, proporcionado pelo componente bioldgico, além de reducéo de
impacto causado ao ambiente.

As informacdes sobre a compatibilidade de agentes de controle biol6gico com
produtos quimicos, na literatura, sdo restritas. Em virtude da crescente demanda dos
produtos bioldgicos, torna-se imprescindivel o conhecimento do resultado dessa
interacdo, observando-se os efeitos sobre as plantas e o controle das doengas, dando
suporte as recomendagfes agronémicas e ao posicionamento de produtos no campo.

Nos dias de hoje e nos estudos realizados nas culturas, a busca por métodos
alternativos de controle de doencgas vem tendo grande importancia. O controle biolégico
de S. sclerotiorum é considerado como mais uma ferramenta no manejo integrado da
doenca (FERNANDO et al., 2005).

Alguns exemplos de microrganismos com efeito antagdnico a S. Sclerotiorum
encontrados na literatura sdo Coniothyrium minitans (CAMPBELL, 1947), Trichoderma
spp. (WHIPPS, 1987), Gliocladium spp. (BUDGE et al., 1995), Sporidesmium
sclerotivorum (DEL RIO et al., 2002), Bacillus subtilis (ZHANG et al., 2011) e Bacillus
amyloliquefaciens (ALVAREZ et al., 2012). Dentre todos esses microrganismos, no
Brasil ja existem produtos comerciais a base de Trichoderma spp. e Bacillus spp., que
sdo recomendados para o controle do mofo-branco.

Muitas espécies de Trichoderma, um dos agentes de controle biolégico mais
utilizado, possuem resisténcia total ou parcial a muitos fungicidas. Porém, essa
informacdo ainda ndo esta bem clara e pode variar de acordo com o fungicida, bem como
com a formulacgéo e a espécie do antagonista envolvido (KHAN; SHAHZAD, 2007).

Trichoderma spp. é um fungo de solo encontrado especialmente em solos
organicos, podendo viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (KUBICEK et
al., 2001; ETHUR, CEMBRANEL & SILVA, 2001).

Espécies de Trichoderma séo apontadas como agentes supressores de Rhizoctonia
solani (Kuhn), em experimentos realizados em laboratério (HOWELL et al., 2000) e no
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controle de duas importantes doencas, a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. Et Mag.)) do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e o mofo-branco da soja
(FREEMAN et al., 2004; DE LA CRUZ-QUEIROZ et al., 2018).

Bactérias do género Bacillus possuem propriedades antagonistas contra
fitopatogenos e apresetam trés principais mecanismos de controle: competicdo por
substrato, producdo de produtos quimicos inibitorios e inducdo de resisténcia sistémica
na planta (DORIGHELLO et al., 2020). A bactéria B. subtilis produz vérias classes de
antibioticos lipopeptidicos, de largo espectro, que sao supressores de fungos dos géneros
Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, Septoria e Verticillium
(ONGENA; JACQUES, 2008).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a compatilibidade de
produtos quimicos e bioldgicos no controle in vitro, in vivo e na germinagdo carpogénica

de trés isolados S. sclerotiorum de soja e aprimorar metodologias de avaliagéo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma leguminosa que pertence ao reino Plantae,
divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine e espécie
Glycine max (L.) Merrill (SEDIYAMA, 2009).

A cultura da soja tem complexa estrutura de producdo, armazenamento,
processamento e comercializacdo, devido ao seu alto teor de proteina, emprego na
extracdo de 6leo para alimentagdo humana, manufaturacdo de muitos produtos
processados e semiprocessados, bem como na producao de biodiesel. Possui também
outras utilidades como adubo verde, forragem, silagem, feno e pastagem (SEDIYAMA
et al, 2009).

A exploracdo comercial da soja foi iniciada nos Estados Unidos (EUA),
primeiramente como forrageira na segunda metade do século XX, e posteriormente
como grdo. A partir de 1941, a area cultivada para graos superou a cultivada para
forragem.

No ano de 1882, a soja chegou no Brasil atraves dos Estados Unidos e com
auxilio de Gustavo Dutra, professor da Escola de Agronomia da Bahia. Esse professor
realizou os primeiros estudos de avaliacdo de cultivares introduzidas no Pais. Em
seguida, a cultura foi levada por imigrantes japoneses para S&o Paulo. Porém, em 1914
foi para o Rio Grande do Sul, em Santa Rosa, para o cultivo. Somente na década de 40,
a cultura ganhou importéncia nacional, com a expansdo do seu cultivo. A partir da
década de 1960, a soja firmou-se como cultura de importancia econdémica para a regiao
do sul do Brasil. (BONATO; BONATO, 1987; DALL’AGNOL et al., 2007).

No cenério atual, Brasil, EUA e Argentina destacam-se como maiores produtores
exportadores mundiais de soja. Segundo dados da USDA (2019) referentes a safra de
018/2019, os trés paises sao responsaveis por 81,75% da producao mundial. Desse total,
s EUA respondeu por 34,08%, o Brasil por 32,24% e a Argentina por 15,43%. Os

Umeros da exportacdo também ratificam esse protagonismo. Ainda, com dados

referentes a safra de 2018/2019, Brasil, EUA e Argentina responderam por 88,33% das
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exportacdes mundiais. Desse total, o Brasil se destacou com 51,85% do volume mundial
exportado. Os EUA respondeu por 31,22% e a Argentina por 5,26%.

A cultura da soja tem adaptacdo em diferentes regides do pais € considerada uma
das principais “commodities” agricolas do Brasil e a mais importante cultura oleaginosa,
possuindo componentes alimenticios e outras propriedades valiosas para a dieta humana.
O estado do Mato Grosso é o maior produtor do grdo, seguido pelo Parana e Rio Grande
do Sul, com producdo de 35.885, 21,598 e 11,444 milhGes de toneladas na ultima safra
(2019/2020), respectivamente (CONAB, 2020).

Para Juliatti (2005), as caracteristicas e a adaptabilidade a diferentes altitudes,
solos e condi¢bes climaticas facilitou a expansdo da cultura para o0 mundo. Segundo
Ferraz e Felicio (2010), o Brasil possui condi¢6es ambientais e climaticas favoraveis para
o cultivo da soja, contribuindo para a expansdo agricola da cultura.

Na safra 2019/2020, o Brasil colheu sua maior safra, estabelecendo marco
histdrico na producdo, produzindo 124.844,5 milhdes de toneladas, com aumento de 4,2%
comparado a safra anterior e uma area plantada de 36.949,8 milhGes de hectares
(CONAB, 2020). Nessa safra 2020/2021 teve um novo recorde, a cultura ocupou uma
area de 38.502,7 milhdes de hectares, produzindo 135,861 milhdes de toneladas com uma
produtividade média de 3.528 kg por ha (CONAB, 2021).

2.2. O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum foi descrito por Antony de Bary em 1884 e o primeiro
registro de ocorréncia deste patogeno no Brasil foi em 1921, na cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) (CHAVES, 1964). Em seguida, o patdgeno foi detectado no ano
de 1954, no estado do Rio Grande do Sul, na cultura do feijoeiro. Nos anos de 1976 e
1977 foi detectado no estado do Parand, na cultura da soja e, posteriomente, nos anos de
1983 o mofo-branco atacou a soja na regido do Alto Paranaiba (MG) e em 1985 no
Distrito Federal disseminou-se nos cultivos de verdo (soja) e de inverno (feijao).
(EMBRAPA, 2019).

O fungo S. sclerotiorum € o agente etioldgico causador do mofo-branco na soja.
A doenca recebe diferentes nomes (BERUSKI, 2013), dentre os quais se destacam
podriddo branca da haste da soja, podriddo da haste de esclerotinia ou podridao branca de

esclerotinia (PURDY, 1979). Esses nomes decorrem dos sintomas e sinais que o patdgeno
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causa na planta (LEITE, 2005).

Esse fungo e classificado taxonomicamente no Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Discomycetes, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae e Género Sclerotinia
(AGRIOS, 1997; HAWKSWORTH et al., 1995). Pertence ao grupo dos fungos
mitosparicos, subgrupo dos Hifomycetos (AGRIOS, 1997).

O mofo-branco apresenta distribuicdo nas diversas regides do Brasil, mas
principalmente naquelas em que ocorrem temperaturas médias noturnas abaixo de 20°C
e com elevada frequéncia de chuvas, no periodo entre o final da fase reprodutiva e inicio
de formacdo de grdos da soja (FERRAZ et al., 2003; MEYER et al., 2010). Atualmente,
esta € uma das principais doencas da cultura da soja nas ultimas safras, decorrente da
dificuldade de controle, podendo ocasionar perdas em produtividade na ordem de 30%,
chegando a 100% quando medidas de manejo ndo sdo tomadas (FURLAN, 2009).

No Brasil, estima-se que cerca de 23% ou 7,7 milhGes de hectares da area plantada
com soja esteja infestada pelo patogeno, sendo os estados mais afetados Goias, Bahia,
Mato Grosso e Parand (MEYER et al., 2017).

O fungo S. sclerotiorum é um patdgeno que possui habito necrotréfico, ou seja,
sobrevive em restos de culturas e possui estrutura de resisténcia (esclerddio) que
sobrevive no solo por até oito anos (STEADMAN, 1983; VENNETT, 1998).

Segundo Ferraz et al. (2003), S. sclerotiorum é um fungo inespecifico e
considerado como um dos patégeno de plantas mais bem sucedido, devido a sua ampla
gama de hospedeiros, dificultando assim o seu controle por rota¢do de culturas, visando
reduzir o potencial de inéculo no solo. Com relacdo a gama de hospedeiros do fungo, S.
sclerotiorum é patogénico a 78 familias, 278 géneros e 408 espécies de plantas, incluindo
algumas de maior interesse econémico, como soja, feijdo, algoddo, girassol, tomate,
batata e fumo, e plantas daninhas como picéo, carrapicho, caruru, mentrasto e vassoura
(BOLLAND; HALL, 1994).

Bueno et al. (2006) relataram a ocorréncia de S. sclerotiorum em Aster ericoides
L. da familia Asteracea, planta ornamental perene originaria da América do Norte, muito
cultivada em jardins, vasos ou como flores de corte. Homechin (1983) 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.).

Segundo Bianchini et al. (2005), os sintomas da doenca se caracterizam por
murcha, necrose e podriddo aquosa coberta por micélio branco na superficie do tecido.
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Esse micélio branco pode ocorrer também na superficie do solo. Tanto no solo e em
algumas partes da planta como haste e vagem, o micélio transforma-se em estruturas de
sobrevivéncia do patdégeno, denominadas de esclerddios.

A disseminacdo do patdégeno se da principalmente pelas sementes, que podem
estar infestadas com o micélio do fungo ou por meio da presenca de esclerddios. Outra
forma de disseminacéo é através dos ascosporos, que sdo levados pelo vendo (FURLAN,
2010).

A germinacdo do esclerddio, por sua vez, pode ser carpogénica ou miceliogénica,
desencadeando novo ciclo da doenca. A germinagdo carpogénica ocorre através dos
esclerddios, que germinam e formam estruturas de reproducdo chamadas de apotécio com
ascas que produzem com grande quantidade de ascosporos. A germinacao miceliogénica
é caracterizada pelo crescimento de hifas hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas,
com origem a partir de microsporos do esclerédio.

A formacdo dos esclerddios ocorre em trés estagios de desenvolvimento. No
inicio, primeiro ha agregacao das hifas para formar uma massa branca, que inicialmente
pode ser chamada de micélio. Em seguida, ocorre o crescimento e o desenvolvimento das
hifas, havendo a agregacdo adicional de hifas, que visa aumentar seu tamanho. Estagio
final, ocorre a deposicdo de melanina nas células da casca e também a consolidacdo
interna. Nesta fase ocorre a delimitacdo e a maturacdo da superficie do esclerodio
(TOWNSEND; WILLETTS, 1954) (Figura 1).
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Os ascosporos germinam e infectam pétalas o crescimento do mofo branco,
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Figura 1- Ciclo do mofo-branco causado por Sclerotinia sclerotiorum em soja.
Fonte: Santos Marques (2014).

De acordo com Paula Junior et al. (2010), cada esclerddio € capaz de dar origem
a mais de 20 apotécios, nos quais sdo formados milhares de ascos e, a partir destes, sdo
liberados os ascosporos no ar. Os esclerédios permanecem no solo em estado de
dorméncia até que as condicdes se encontrem favoraveis, para que ocorra tanto a
germinacdo miceliogénica, quanto a germinacgdo carpogénica, com formacdes de estipes
e apotécios (BARDIN; HUANG, 2007; HUANG, 1980).

2.3. Manejo da doenga mofo-branco

O controle do mofo branco é considerado dificil devido a sobrevivéncia do fungo
no solo, a grande gama de plantas hospedeiras, a auséncia de cultivares resistentes e a
elevada producdo de ascésporos, que sao disseminados por longas distancias atraves da
acao do vento. E também pode sobreviver em sementes na forma de micélio dormente,
ou com contaninacao esclerodios (GARCIA, 2008).

Dentre as praticas de manejo pode-se citar 0 uso de sementes sadias, plantio
precoce, bom preparo do solo, rotagdo de cultura, formacgdo e manutencdo de palhada,

plantio direto, controle quimico e bioldgico e espacamento adequado entre linhas e de
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densidade de plantas. Essas praticas contribuem para reducéo da severidade da doenca e
na reducédo do potencial de indculo do patégeno. (FURLAN, 2009). Especificamente para
rotacdo de culturas em plantio de soja, recomenda-se milho, aveia branca ou trigo. O
controle de plantas daninhas hospedeiras do patégeno também se faz necessario
(ALMEIDA et al., 2005). Homechin (1983) 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.).

A eficiéncia do controle quimico e bioldégico do mofo-branco depende
principalmente da época e modo de aplicacdo. As pulverizacdes devem ser realizadas
uniformemente, com boa distribuicdo nos tecidos da planta e, se possivel, alcan¢ando
a superficie do solo, onde surgem os apotécios. Além disso, a qualidade da aplicacao
do produto quimico ou biolégico é tdo importante quanto a época, porgque € preciso
atingir as partes inferiores da planta e a superficie do solo, além de proteger as flores
para uma maior eficiéncia (FURLAN, 2009).

Também € importante fazer a limpeza minuciosa de equipamentos agricolas,
principalmente se foram utilizados em &reas contaminadas, a fim de se evitar a
introducdo do patdgeno em novas areas, sem a presenca do patogeno (PEREIRA et
al.,2013).

A utilizagdo de sementes certificadas diminuem os riscos de introdugéo do
patdgeno na area, assim como a realizacdo do tratamento das sementes com fungicidas
(HENNING et al., 2009).

No entanto, essas medidas bem como a permanéncia de esclerddios viaveis por
longo periodo de tempo no solo, as faltas de cultivares resistentes e controle quimico
eficaz, juntamente com a suscetibilidade dos hospedeiros, torna dificil o manejo da
doenga (BOTELHO, 2011; SOUZA FILHO, 2012).

Diante disso, a principal medida de controle é a prevencao, a fim de se evitar a
entrada do patdgeno em areas onde ndo ha historico de ocorréncia da doenca, pois uma
vez presente, é impossivel erradica-lo (ALMEIDA et al., 2005; PAULA JUNIOR et
al., 2010; PEREIRA et al., 2013).
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2.4.  Controle quimico da doen¢a mofo-branco

Segundo Bardin e Huang (2001), devido a falta de cultivares resistentes a
doenca, a utilizagcdo do controle quimico por meio da aplicagdo de fungicidas tem sido
um método eficiente, para reducdo da severidade da doenca do mofo-branco.

No entanto, a reducdo da incidéncia proporcionada pela utilizacdo de fungicidas
varia de 0 a 60%, ou seja, ndo é possivel o controle absoluto da doenca (ESKER et al.,
2011). Sendo assim, o controle quimico ndo deve ser utilizado como Unico método de
controle, e sim em conjunto com outras ferramentas de controle, visando um manejo
integrado.

A severidade do mofo-branco em geral € proporcional a densidade de in6culo do
patdgeno no solo. Portanto, a redu¢do do numero da populacdo de esclerodios no solo é
essencial para o controle efetivo do mofo-branco, em especial para o controle preventivo
da doenca na parte aérea das plantas, bloqueando a formacédo de apotécios e a ejecéo de
ascosporos, que reduz a producdo de novos esclerddios (GORGEN et al., 2010). Somente
para a cultura da soja ha o registro de 47 produtos comerciais para o controle quimico do
mofo-branco, tendo como ingredientes ativos fluazinam, carbendazim, tiofanato metilico,
cloreto benzalconico e procimidona (AGROFIT, 2021).

Além das caracteristicas de cada ingrediente ativo em uso, a eficiéncia deles
dependeré das caracteristicas da cultivar utilizada, do nivel de infestacdo do solo, do
ambiente para o desenvolvimento do fungo, da tecnologia de aplicacdo empregada e do
numero de aplicacdes (ALMEIDA; SEIXAS, 2010).

O controle quimico do mofo-branco na cultura da soja pode ser também
ineficiente devido a dificuldade de se obter cobertura total do produto na planta
(MUELLER et al., 2002), especialmente nas cultivares de ciclo mais longo. Alguns
fatores colaboram para essa limitagéo, tais como dificuldades de ajuste do momento da
aplicacdo com a liberacdo de ascosporos, bem como dificuldades em atingir o terco
inferior da planta, onde normalmente o patdgeno esté localizado. Da mesma forma, o
controle curativo quase sempre produz resultados muito aquém do desejavel, em
comparacéo ao controle preventivo (ALMEIDA,; SEIXAS, 2010).

Cassetari Neto et al. (2010) encontraram resultados satisfatérios a nivel
experimental dos ingredientes ativos procimidona, iprodiona, fluazinam e fluopyram.

Mueller et al. (2002) desenvolveram um trabalho sobre a eficiéncia de fungicidas

sobre S. sclerotiorum em varias cultivares de soja. Foram testados os fungicidas benomil,
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tebuconazole, tiofanato metilico e vinclozolina, in vitro e em campos experimentais. Nas
cultivares onde a incidéncia da doenca em campo foi alta, ndo foi observado controle
consistente da doenca. No entanto, em baixa incidéncia da doenca as aplicagOes
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 Goiés e relataram a reducéo da doenca, quando
aplicado os fungicidas procimidona, fluzinam, fluopyram, dimoxystrobina+boscalid e
picoxystrobina + nimbus.

O tratamento de sementes tem se destacado como uma eficiente técnica para a
obtencdo de lavouras de alta qualidade. VVrisman et al. (2011) relataram o controle de 95%
do patogeno por meio de tratamento de sementes com fungicidas. Desta forma, o uso de
produtos capazes de erradicar 0s patdgenos presentes nas sementes e que, além disto, ndo
sejam tdxicos as plantas, ao homem e ao meio ambiente, que possuam caracteristicas de
alta estabilidade, aderéncia e cobertura, de baixo custo, facil aquisicdo e de boa

compatibilidade com outros produtos é de grande importancia (LUCCA FILHO, 2006).

2.5. Controle biologico da doenga mofo-branco

O controle bioldgico, ou o chamado biocontrole, pode ser de grande valia no
manejo de doencas das lavouras comerciais, pois atua em algumas situacdes, onde outros
métodos de controle ndo atuam, ou tem resultados muito limitados (BETTIOL, 2009).

O uso de biodefensivos agricolas, como estratégia de controle bioldgico de pragas
e doencas, tem potencial de crescimento anual de 20%, segundo a Associacdo Brasileira
das Empresas de Controle Biologico (ABCBIo). Esses dados mostram que, de 2017 para
2018, a industria brasileira registrou 77% de expansdo na comercializacdo dos insumos
biologicos. A industria brasileira atuante no controle bioldgico soma 76 fabricas
produtoras destes agentes, movimentando mais de 930 milhdes de reais em 2020.

Ainda, de acordo com o MAPA, calcula-se que o Brasil tenha cerca de 370
produtos bioldgicos registrados e a crescente demanda para estes produtos formulados
vem aumentando desde 2015. A maior demanda por defensivos biolégicos estd
atualmente concentrada nas culturas de soja (59% do mercado total), cana-de-agucar
(27%) e algodao (6%). (BRASIL, 2019).


about:blank

32

De acordo com Cook e Baker (1983), o controle biol6gico é definido como a
capacidade de reduzir a densidade do indculo, ou das atividades determinantes da doenca
provocada por um determinado patdgeno, por um ou mais organismos, de forma natural
ou através da manipulacdo do ambiente ou do hospedeiro, ou pela introdugdo massal de
um ou mais antagonistas.

O uso de microrganismos antagonicos a fitopatégenos € uma saida sustentavel
para 0 manejo de doengas na agricultura (RIBEIRO, 2012). Dentro do manejo integrado
do mofo-branco da soja, essa pratica vem ganhando espago com a utilizacdo de
microrganismos antagonistas (ZANCAN et al., 2012), que reduzem o potencial de
inoculo, parasitando esclerddios e apotécios de S. sclerotiorum

Conforme Pomella e Ribeiro (2009), o controle bioldgico implica na reducéo do
nimero de aplicacbes de fungicidas, podendo até mesmo eliminar essa prética,
dependendo das condi¢des ambientais, da severidade da doenca e do manejo integrado.

Fungos do género Trichoderma também podem ser utilizados como agentes de
biocontrole, sendo uma alternativa para a reducdo do uso de defensivos. O uso de
Trichoderma foi viabilizado apds décadas de pesquisas, para o desenvolvimento de
formulagdes estaveis (JOSHI et al., 2010). Esses fungos possuem réapido crescimento
sobre a matéria organica presente no solo, competindo com o fitopatdgeno por espaco
para se desenvolver, alem de produzir compostos como quitinases, proteases, celulases,
entre outros (TAVARES, 2009).

O género Trichoderma foi descrito por Persoon ha mais de 200 anos (1794)
(RIFAI, 1969). Isolados desse fungo podem ser facilmente identificados em nivel de
género, por algumas de suas caracteristicas culturais, como crescimento rapido, micélio
aéreo esparso, pustulas conidiogénicas verdes ou brancas (RAMIREZ, 1995). A espécie
Trichoderma harzianum é um biorregulador e antagonista natural dos fitopatdgenos
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, F. roseum, Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia spp., Pythium spp., Alternaria spp., Armilaria mellea e Rosellinia spp., entre
outros. Atua como agente no controle biolodgico, diminuindo ou eliminando a necessidade
do uso de fungicidas quimicos, sendo considerado o mais efetivo agente biocontrolador
para patogenos de solo (HARMAN, 2000).

Experimentos tém revelado alto potencial antagonico de isolados de Trichoderma
spp. sobre o crescimento de S. sclerotiorum, relatando o parasitismo de hifas do patogeno
pelo antagonista. Este processo resulta na degradacdo parcial da parede celular do
patdgeno, em estagio mais avancado de parasitismo (ETHUR, 2006). Além do
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parasitismo, 0 antagonista atua na competicdo e producdo de substancias fungitdxicas,
tais como antibidticos, e enzimas, que podem atuar isolada ou conjuntamente, afetando a
integridade das células do patdgeno (DENNIS; WEBSTER, 1971).

Muitos estudos estdo sendo realizados visando o uso de Bacillus subtilis, uma
bactéria habitante do solo (LANNA FILHO et al., 2010). Essa bactéria é gram-positiva,
aerobia facultativa, ndo fotossintetizante e sua maior atividade acontece em temperaturas
médias de 25 a 35 °C. Além disso, possui grande capacidade de produzir esporos em
condig0es adversas (POTER, 1976).

A bactéria B. subtilis tem sido utilizado comercialmente no controle de doencas
de plantas, por aumentar a produtividade e promover o crescimento das plantas
(LEELASUPHAKUL; HEMMANEE; CHUENCHITT, 2008). O antagonismo direto
exercido contra fitopatogenos envolve a antibiose, como a sintese de substancias
antimicrobiana, a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis
(ANDREWS, 1984).

Microrganismos que agem por antibiose, geralmente tem amplo espectro de acéo,
de forma que na inibicdo dos fungos, a producéo de substancias toxicas é mais efetiva do
que qualquer outro mecanismo de acdo envolvido (LEELASUPHAKUL; HEMMANEE;
CHUENCHITT, 2008).

Isolados de B. subtilis produzem uma grande variedade de metabdlitos
antifangicos, entre os quais se encontram lipopeptideos das familias da surfactina, iturina
e fengicina. Iturinas e fengicinas exibem uma forte atividade antifingica e séo inibitorias
para o crescimento de uma ampla gama de fitopatdgenos. Referente a surfactinas, as
mesmas ndo sdo fungitoxicas, mas exercem algum efeito sinergistico antifangico (BAIS;
FALL; VIVANCO, 2004).

Existem poucos relatos na literatura sobre o efeito de B. subtilis contra S.
sclerotiorum. Contudo, Godoy et al. (1990) observaram efeitos positivos do uso de
bactérias antagonistas contra S. sclerotiorum na cultura do feijoeiro. Chen et al. (2008)
observaram antagonismo de B. subtilis contra Botrytis cinerea, em condi¢fes de ensaio
in vitro. Gupta et al. (2000) verificaram menor incidéncia de murcha de Fusarium em
tomateiro com o uso de B. subtilis.

Contudo, a utilizagdo de antagonistas exige varios cuidados para que se atinja o
sucesso no controle, como aplicagbes em condi¢cdes ambientais favoraveis, alta umidade
relativa e clima ameno, alem da utilizacdo de cepas fungicas com alta competitividade e

da aplicacéo de esporos nas concentragdes suficientes. No controle de S. Sclerotiorum, a
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aplicacdo de antagonistas deve ser feita antes da germinacao dos esclerédios, ou seja,
guando se encontra em repouso no solo, sendo recomendada a aplicacdo em 100% da area
infestada com o patégeno (AGUIAR, 2011).

2.6. Compatibilidade de produto quimico e biolégico no controle da doenga
mofo-branco

O conhecimento sobre possiveis misturas em tanque com produtos fitossanitarios,
de diferentes classes e formulacdes, é necessario a fim de evitar possiveis danos a cultura
e baixa eficiéncia no controle da praga alvo (PETTER et al., 2012).

Mattos et al. (2002) enfatizaram a necessidade de realizar estudos relacionados a
administracdo de agrotdxicos em conjunto. As misturas podem apresentar vantagens em
comparacgao a aplicacdo de um Unico composto, devido ao aumento da eficiéncia contra
0s organismos alvo e a otimizagdo de quantidades aplicadas e dos recursos financeiros.

Umas das maneiras de se reduzir o uso de agrotoxicos € a utilizacdo de vérias
medidas de controle ao mesmo tempo, ou seja, um manejo integrado. Meyer et al. (2013)
citam o uso de diversos meios para se controlar o mofo-branco na cultura da soja, como
a escolha de cultivares com arquitetura de plantas que favoreca boa aeracéo entre plantas
e com periodo de florescimento mais curto, emprego de controle biolégico através da
infestacdo do solo com agentes antagonistas e limpeza de maquinas e equipamentos apos
utilizacdo em area infestada, para evitar a disseminacdo de esclerddios, associados ao
controle quimico com pulverizagdes na época e volumes adequados.

A associacdo de produtos quimicos e biolégicos tem sido uma alternativa para os
agricultores, principalmente porque fungos do género Trichoderma séo conhecidos como
fortes supressores de fitopatdégenos de solo como Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani, Pythium spp., Fusarium spp., Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia rolfsii, entre
outros (VYAS, 1994; MALATHI etal., 2002; BAGWAN et al., 2010; ARUNASRI et al.,
2011; ISHIZUKA, 2016). A possibilidade desta associacdo foi observada por Meyer et
al. (2017), onde em um dos seus ensaios de controle do mofo-branco em soja, o tratamento
com Trichoderma harzianum + fluazinam ndo diferiu estatisticamente do tratamento com
fluazinam isolado.

Formulagdes quimicas podem afetar a germinacdo de conidios, o crescimento
vegetativo e a esporulacdo de agentes microbianos de controle bioldgico, em diferentes

niveis, da mesma forma que nos fungos fitopatogénicos. Ghini e Kimati (2000)
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descreveram bloqueios metabolicos em fungos fitopatogénicos, devido ao acumulo de
ions na superficie da membrana celular, sendo este, portanto, um dos mecanismos de acao
de tais produtos quimicos.

Além disso, o uso inadequado e extensivo do controle quimico na cultura da soja
pode acarretar sérios problemas a médio e longo prazos, como o risco de selecionar
populacbes do patdgeno cada vez mais resistentes as moléculas dos produtos quimicos,
destacando a necessidade da adocdo de métodos alternativos para o controle. Neste
contexto, considera-se 0 uso de microrganismos e substancias naturais, que apresentam
potencial para atuar em conjunto, ou em substitui¢do aos fungicidas quimicos (BOLTON
et. al., 2006).

O uso de controle biologico, através de fungos antagonistas, associado ao controle
quimico, vem sendo empregado, porém, ainda ha poucas informacdes sobre o0s
microrganismos, produtos e concentracOes a serem utilizadas e por isso ndo se consegue
a eficiéncia desejada.

A exploracdo dessa associacdo € de extrema importancia, visto que os produtos
quimicos podem inibir o crescimento do antagonista, ou modificar sua forma de acao,
dificultando o biocontrole dos fitopatdgenos. Sarkar et al. (2010) observaram que alguns
fungicidas inibiram o crescimento do antagonista Trichoderma spp. mesmo nas menores
concentracdes, porém, outros ndo afetaram o antagonista em determinadas concentracoes,
constatando, também, que os fungicidas de contato foram menos tdxicos aos antagonistas
do que os sistémicos.

O principal objetivo da associacdo do controle quimico com biopesticidas €
reduzir a quantidade utilizada de defensivo agricola, sem afetar a eficacia no controle do
fitdpatogeno. O sucesso do controle integrado pode ser observado por Conway (1997),
que conseguiu controlar Rhizoctonia solani, reduzindo pela metade a aplicacdo de
defensivo agricola, associando-o com o antagonista Laetisaria arvalis. A fim de
aperfeicoar a utilizacdo do método de associacdo, a compatibilidade entre fungicidas e

antagonistas deve ser estudada com maior complexidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

« Auvaliar a compatilibidade de produtos quimicos e bioldgicos no controle in vitro,
in vivo e na germinacao carpogeénica de trés isolados de S. Sclerotiorum, de soja,
procedentes de Pilar do Sul — SP, Jaciara— MT e Muitos Capdes — RS e aprimorar

metodologias de avaliacao.

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar a patogenicidade de isolados de S. sclerotiorum em folhas de soja e sua
agressividade;

e Verificar as alteragdes fisica e quimica das caldas dos produtos e suas misturas;

e In vitro: avaliar o efeito dos fungicidas e suas concentragdes sobre o

desenvolvimento do Trichoderma e Bacillus;

e Invitro: avaliar o efeito dos produtos e suas misturas na inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de S. sclerotiorum e na producéo de esclerédios;

e In vivo: avaliar o efeito dos produtos e suas misturas na severidade da doenca,
causada pelos isolados de S. sclerotiorum, em folhas destacadas de soja;

e Germinagdo carpogénica: avaliar a inibicdo das estruturuas de resisténcia dos
isolados de S. sclerotiorum, em solo tratado com os produtos e suas misturas;

e Sensibilidade dos isolados do fungo S. sclerotiorum a fungicidas e suas misturas

com produtos bioldgicos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Fitopatologia do Instituto

Biologico-CAPSA/APTA, localizado no municipio de Campinas - Sdo Paulo.
4.1.1solados e producdo de indculo de Sclerotinia sclerotiorum

Foram obtidos no total quatro isolados de S. sclerotiorum. Um deles foi isolado
de soja cultivada em Pilar do Sul — SP e pertence a Colecdo Micologica do Laboratério
de Fitopatologia do Instituto Biol6gico-CAPSA, sob os cuidados da pesquisadora Dra.
Silvania Helena Furlan. Outro isolado foi obtido de soja cultivada em Muitos Capdes —
RS e pertence a Cole¢do do Instituto Agris, sendo fornecido pelo Engenheiro Agrénomo
Mateus Zanatta. Os demais sdo de soja cultivada em Jaciara — MT (CMES 1461) e Pinhao
— PR (CMES 2131) e pertencem a Colecdo de Microorganismos da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) de Soja, sendo fornecido pelo pesquisador Dr.
Mauricio Conrado Meyer.

Para producdo de indculo, os esclerddios dos isolados foram desinfestados
superficialmente com solucdo de alcool a 70% (trinta segundos), em seguida imersos em
solucédo de hipoclorito de sodio a 1% (um minuto) e lavados por trés vezes em agua
destilada autoclavada. Apos, um esclerddio de cada isolado foi depositado no centro de
placa de Petri (9 cm de didmetro) contendo cerca de 20 mL de meio BDA (batata-
dextrose-agar). As placas foram vedadas com pléastico tipo parafilme e mantidas em estufa
tipo BOD, nas condigdes de 21° + 2 °C, por 7 dias e com fotoperiodo de 12 h. Apos este
periodo e com auxilio de um furador metalico de 0,5 cm de didmetro, foram retirados
discos de meio contendo micélio da margem das col6nias e transferidos para placas de
Petri (9 cm de diametro), contendo meio BDA para obtencdo de colénias puras (Figura
2). As coldnias puras dos isolados com sete dias constituiram o indculo padrdo para a

montagem dos ensaios.
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Figura 2 — Coldnia pura do fungo Sclerotinia sclerotiorum no meio de cultura batata dextrose dgar com

sete dias de crescimento.

4.2. Teste de Patogenicidade de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de

soja

Para o teste de patogenicidade com os isolados de S. sclerotiorum, foliolos
(unifolioladas) de soja da cv. BMX Poténcia RR foram coletados de plantas cultivadas
em vasos, em condi¢Bes de estufa, no estadio vegetativo V1. Na inoculagdo, foram
retirados da margem de cada placa de Petri, discos de 0,5 cm de didametro de meio BDA
contendo micélio de cada isolado de S. sclerotiorum, (item 4.1), depositando-os cada um
na parte abaxial de quatro foliolos (unifolioladas) mantidos em placas de Petri estéreis
(12 cm de diametro), contendo dois discos de papel de filtro estéreis umedecidos com
agua destilada autoclavada. Foram estabelecidas trés placas (repeticao) por isolado.

O tratamento controle consistiu-se de foliolos de soja inoculados com disco de
BDA sem estar colonizado com o fungo. Apds a inoculacao, as placas foram incubadas
em estufa BOD regulada para temperatura de 21° + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

Apds sete dias, avaliou-se o percentual de lesdo aquosa provocada pelo isolado
nos foliolos, bem como a formacgéo ou ndo de esclerodios. A severidade da doenca nos
foliolos foi avaliada calculando-se a porcentagem de podriddo aquosa, causada pelo
isolado do fungo, com auxilio de uma escala diagramatica (Figura 3) descrita por
GARCIA; JULIATTI (2012), que foi modificada para descrever melhor a agressividade
dos isolados do fungo, na metodologia de folha destacada. Os numeros de esclerddios

foram contados por isolado, por repeticao.
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Figura 3 - Escala diagramética (GARCIA; JULIATTI, 2012) modificada para avaliar a agressividade dos
isolados de Sclerotinia sclerotiorum, em folhas destacadas de plantas de soja.

O reisolamento indireto dos isolados a partir de tecidos dos foliolos de cada
repeticdo foi efetuado em meio de cultura BDA, procurando-se cumprir os postulados de
Kock. Foram utilizados fragmentos dos tecidos das bordas das lesdes, abrangendo a zona
de transicdo entre o tecido doente e o sadio. Foi realizada uma desinfestacdo superficial
dos fragmentos com solugdo de alcool a 70% por trinta segundos, em seguida, imersos
em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% durante um minuto e lavados por trés vezes em
agua destilada autoclavada. Os fragmentos foram depositados em placas de Petri,
contendo 20 mL de meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e que foram incubados
em camara tipo BOD a 21° £ 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias. Apos esse
periodo, procedeu-se a repicagem das col6nias tipicas do fungo para obtencao de cultura
pura. Foram estabelecidas quatro placas contendo quatro fragmentos por repeticéo.
Coldnias tipicas do fungo desenvolvidas a partir de cada fragmento foram consideradas
positivas e contadas em cada placa.

O percentual da severidade da doenca, causada por cada isolado do fungo na folha
de soja (X), foi transformado em arcoseno Vx/100 e depois analisado estatisticamente
aplicando-se o teste de Tukey com 5% de significancia. O nimero de esclerddios
produzido por isolado de S. sclerotiorum (X) foi transformado em \x + 0,5 e depois
analisado estatisticamente aplicando-se o teste de Tukey com 5% de significancia. O
programa estatistico utilizado foi Sisvar® da UFLA-MG.

O experimento foi repetido integralmente, totalizando seis repeti¢6es por isolado

do fungo.

4.3. Produtos utilizados e compatibilidade fisica e quimica das caldas

Os produtos utilizados nos ensaios in vitro, in vivo € na germinagdo carpogénica
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com Sclerotinia sclerotiorum, bem como as concentragdes e doses utilizadas constam na

Tabela 1.

Tabela 1. Fungicidas e produtos bioldgicos nas diferentes concentrac@es, a partir da dose
comercial utilizada no controle de Sclerotinia sclerotiorum.

Nome Comercial Ingrediente Ativo Concentracéao Concentracéo
| | (ppm) (ppm)
Approve® WG Tiofanato-Metilico; 0,1; 1; 10; 100; 1000 _
Fluazinam
Frowncide 500 SC Fluazinam 0,1; 1; 10; 100; 1000 -
Spot® SC Dimoxistrobina; 0,1; 1; 10; 100; 1000 -
Boscalida
Sumilex 500 WP Procimidona 0,1; 1; 10; 100; 1000 -
Cercobin 700 WP Tiofanato-Metilico 0,1; 1; 10; 100; 1000 -
Trichordemil® SC | Trichoderma harzianum - 1000
Tricho-turbo EC Trichoderma asperellum - 1000
Serenade® SC Bacillus subtilis - 1000
Bio-Imune SC Bacillus subtilis - 1000

Para os produtos e suas misturas utilizados nas diferentes metodologias de

avaliacdo foi medido o potencial hidrogeniénico (pH), com auxilio de pHmetro de

bancada, devidamente calibrado e aferido para a faixa de caldas &cidas e basicas, nas

diversas concentracdes (Figura 4).

Foram realizadas duas avaliacdes do pH das caldas. A primeira foi em meio de

cultura BDA, com os produtos nas diferentes concentragcdes ainda em fase liquida,

enquanto que a segunda foi em agua, com os produtos nas diferentes concentra¢Ges sob

agitacdo e apo6s duas horas de repouso foram observados os possiveis efeitos das

interacbes entre os produtos quanto a homogeneidade/heterogeneidade: floculacéo,

sedimentacdo, separacao de fases, suspensdo de 6leo e as formacdes grumos, cristais e

creme ou espuma.
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Figura 4 — Medicéo do pH da calda dos produtos e suas misturas nas diferentes concentracdes.

4.4. In vitro — Avaliar o efeito dos fungicidas e suas concentracfes sobre o

desenvolvimento do Trichoderma e Bacillus

O efeito in vitro dos fungicidas sobre os produtos de controle biol6gico contendo
Trichoderma harzianum, T. asperellum e Bacillus subtilis foi avaliado pelo método de
cultura pareada (DENNIS & WEBSTER, 1971).

Em placa de Petri de 9 cm de didmetro, contendo meio de cultura BDA, foram
adicionados 100 pL dos produtos de controle bioldgicos e espalhados com o auxilio da
alca de Drigalsky. Com o auxilio de pinca, discos de papel de filtro estéreis de 1 cm de
diametro foram mergulhados na calda de cada fungicida e colocados em contato com a
superficie do meio de cultura ja inoculado com o respectivo agente de biocontrole.

Os tratamentos foram compostos de quatro produtos de controle biol6gico, cinco
fungicidas, e as doses recomendadas pelos fabricantes dos respectivos produtos
comerciais (Tabela 1). Foram estabelecidas cinco placas de Petri para cada tratamento,
sendo que trés placas receberam discos de papel de filtro embebido com os fungicidas,
uma placa permaneceu como testemunha contendo apenas o produto bioldgico e uma
placa somente com meio de cultura BDA.

As placas foram colocadas em cdmara de crescimento BOD na temperatura de 26°
+ 2 °C, com 12 horas de luz e 12 horas com auséncia de luz. Para os produtos a base de
Bacillus, as avaliacfes de compatibilidade foram realizadas apds 48 horas de incubacdo

e para os produtos a base de Trichoderma, sete dias apds a incubagdo. Como parametro
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de avaliacdo foi considerado presenca ou ndo do halo de inibicdo no crescimento das
colbnias ao redor dos discos de papel de filtro impregnados com fungicidas. Cada disco
foi avaliado indiviaduamente, sendo o disco com formacdo de halo considerado
incompativel por (--); halo com unidade formadora de coldnia, parcialamente compativel
e ou parciamente incompativel e representado por (+-) e a ndo formacdo de halo,

compativel e representado por (++) (SILVA et al., 2008).

4.5. In vitro — Efeito dos produtos e suas misturas na inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum e na producéo de esclerodios

A‘incorporacdo da calda dos produtos e suas misturas nas diferentes concentracdes
no meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) foi realizada em fase liquida e com
temperatura proxima a 45°C, apds autoclavagem (Tabela 1). Foram vertidos 20 mL do
meio homogeneizado (BDA + produtos e misturas) em placas de Petri de 9 cm de
diametro e apos sua solidificacdo, foi efetuada a repicagem de um disco de 0,5 cm de
didametro de meio, contendo micélio de cada isolado de S. sclerotiorum (item 4.4), no
centro da superficie do meio de cultura, com o0s respectivos tratamentos.

O tratamento controle consistiu-se da repicagem de um disco de meio BDA
colonizado com os isolados do fungo (item 4.1), no centro da superficie do meio de
cultura BDA, sem incorporacao da calda dos produtos e suas misturas. As placas de Petri
foram vedadas com filme de parafina plastica (Parafilm M) e incubadas em estufa BOD
a temperatura de 21° + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 29, sendo cinco concentragdes e 29 produtos e suas misturas (Tabela 1) e com
trés repeticBes por tratamento.

As avaliagdes foram realizadas a cada 48 horas, perdurando até 0 momento em
que a col6nia do fungo do tratamento testemunha atingisse 100% da superficie do meio
de cultura (Figura 5). Com auxilio de uma régua milimétrica foram medidos os didametros
ortogonais da col6nia e em seguida calculou-se a porcentagem de inibigé&o do crescimento
da colénia (PIC) através da formula: PIC = [(didametro da testemunha — didmetro do
tratamento)/didmetro da testemunha] x 100, para cada tratamento em relagdo a
testemunha/controle (CELOTO et al., 2008).

Apls dez dias de crescimento, quantificou-se 0 numero de esclerédios nas
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repeticbes de cada tratamento. Além disso, as placas que tiveram 100% de controle
ficaram armazenadas em BOD por mais 30 dias para 0 monitoramento de eventual

crescimento micelial e formac&o de esclerddios.

\\72 horas 4

Figura 5 — Evolucéo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em placa de Petri, contendo o

meio de cultura Batata Dextrose Agar.

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100 e depois
analisados estatisticamente aplicando o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Os
dados do nimero de esclerédios (X) foram transformados em Vx + 0,5 e depois analisados
estatisticamente aplicando-se teste de Scott-Knott a 5% de significancia. O programa
estatistico utilizado foi Sisvar® da UFLA-MG.

A estimativa das concentragdes letais CLsgp e CLgs de cada tratamento foi
calculada por meio da analise de regressdo correlacionando a inibigdo micelial com o
logaritmo da concentracgéo dos produtos - PROBIT (Tabela 2). As médias da percentagem
de inibigcdo foram transformadas em Probit (FINNEY, 1971) conforme consta na Tabela
2. Utilizando-se o programa Excel do Windows® versdo 2007, determinou-se, para cada
produto quimico, a respectiva regressao, isto é, a relagdo existente entre logaritmo das
concentracOes na base 10 e as percentagens de inibicdo obtidas. Para cada regressao foi
determinado o coeficiente de determinacio (r?), a equacio de regressdo e o valor da Clsg
e Clgs (concentracdo efetiva mediana), ou seja, a concentracdo do produto quimico
necessaria para inibir em 50% e 95% o crescimento micelial do fungo. Para saber a
concentracdo que mata 50% e 95% dos individuos (Clso € Clgs), substitui-se o “y” da
equacdo da reta pelo valor 5 e 6.28 e obtém-se o valor “x”, que sera o log da Clso, obtendo

assim o valor da Clsoe Clos. O coeficiente de determinagdo é uma medida de ajustamento
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de um modelo estatistico linear generalizado, como a regressao linear, em relacdo aos
valores observados. O R? pode variar de 0 a 1, indicando, em percentagem, o quanto o
modelo consegue explicar os valores observados. Quanto mais proximo de 1 mais
confidvel fica a equacao.

Foram testados modelos lineares e obtidos ajustes em funcdo do logaritmo da
concentracdo. Segundo dados da literatura, a sensibilidade de patégenos frente a
fungicidas é classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como
altamente sensiveis (Clsy < 1ppm); moderadamente sensiveis (Clsy de 1- 10 ppm); pouco
sensiveis (Clsy 10-50 ppm) e insensiveis (Clso > 50 ppm). Apesar de antiga, esta escala é
usada na atualidade e de forma geral para fungicidas, com diferentes modos de a¢do (REIS
et al., 2016). Esse critério de sensibilidade do isolado do fungo aos fungicidas também
foi empregado para os produtos bioldgicos e misturas de fungicidas mais produtos

bioldgicos.

Tabela 2 - Transformacédo da porcentagem de inibicdo do patégeno para o Probit.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 267 | 295 | 312 | 325 | 336 | 345 | 352 | 359 | 3.66
10 372 | 377 | 382 | 387 | 392 | 396 | 401 | 405 | 408 | 412
20 416 | 419 | 423 | 426 | 429 | 433 | 436 | 439 | 442 | 445
30 448 | 450 | 453 | 456 | 459 | 461 | 464 | 467 | 469 | 472
40 475 | 477 | 480 | 482 | 485 | 487 | 490 | 492 | 495 | 497
50 500 | 503 | 505 | 508 | 510 | 513 | 515 | 518 [ 520 | 5.23
60 525 | 528 | 531 | 533 | 536 | 539 | 541 | 544 | 547 | 550
70 552 | 555 | 558 | 561 | 564 | 567 | 571 | 574 | 577 | 581
80 584 | 588 | 592 | 595 | 599 | 604 | 608 | 6.13 | 6.18 | 6.23
90 628 | 634 | 641 | 648 | 655 | 664 | 675 | 688 | 7.05 | 7.33
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99 733 | 737 | 741 | 746 | 751 | 758 | 765 | 775 | 7.88 | 8.09

O experimento foi repetido integralmente, totalizando seis repeti¢des por isolado
do fungo.

4.6. In vivo - Efeito dos produtos e suas misturas na severidade da doenca,
causada pelos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, em folhas destacadas de
soja

O método de avaliacdo da folha destacada é uma técnica simples e rapida para
testar a reacdo de plantas a patdgenos em condigdes de laboratorio (MORAES;

SALGADO, 1982), uma alternativa para testes preliminares de eficicia de produto. A
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vantagem deste método € a economia de espaco, menor risco de contaminacdo e
possibilidade de manipulacdo do ambiente (TWIZEYIMANA et al., 2007) visto que as
placas de Petri sdo armazenamos em camara tipo BOD com temperatura e fotoperiodo
controlado. Esse método ja foi utilizado em experimentos para estudos de resisténcia em
culturas ao fungo S. sclerotiorum, exemplos encontrados sdo na cultura da soja (KIM et
al., 2000; MUELLER et al., 2002) e feijao (KULL et al., 2003).

No teste in vivo, os foliolos (unifolioladas) de soja da cv. BMX Poténcia RR
(Figura 6) foram coletados de plantas cultivadas em vasos, em condi¢des de estufa, no

estadio vegetativo V1.

Figura 6 - Plantas de soja cv. BMX Poténcia RR cultivadas em vasos.

Em seguida, os foliolos de soja foram imersos durante 3 segundos em solugdes de
fungicidas, bioldgicos e suas misturas no laboratorio, nas concentragdes indicadas na
Tabela 1 e descritas (item 4.4), e distribuidas com a face abaxial voltada para cima, em
placas de Petri de plastico estéreis de 15 cm de didmetro, contendo dois papéis filtro
estéreis saturados com agua esterilizada autoclavada. Apds 24 horas, um disco de BDA
de 0,5 cm de didametro com a coldnia de cada isolado de S. sclerotiorum (item 4.1) foi
depositado no centro dos foliolos (Figura 7). Foram utilizados quatro foliolos por
repeticdo, dispostos em cada placa, totalizando trés placas (repeti¢cdo) por tratamento. O
tratamento controle consistiu-se de foliolos de soja contendo no centro a deposi¢do de um
disco de BDA sem estar colonizado com os isolados do fungo. As placas foram incubadas

em estufa tipo BOD a temperatura de 21° + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 7 - Inoculagdo com discos de batata dextrose &gar contendo micélio de Sclerotinia sclerotiorum,
em foliolos destacados de plantas de soja, cultivar BMX Poténcia RR.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 29, contendo cinco concentragdes e 29 produtos e suas misturas (Tabela 1) e
com trés repeticdes por tratamento.

Os sintomas da severidade da doenca nos foliolos foram avaliados, ap0s sete dias
de incubacéo, calculando-se a porcentagem de podriddo aquosa causada pelo isolado do
fungo, com auxilio da escala diagramética (Figura 3), descrita no item 4.2. Apos sete dias
de crescimento, quantificou-se o numero de esclerédios nas repeticbes de cada
tratamento.

Os dados do percentual de severidade da doenca de todos os tratamentos (X)
foram transformados em arcoseno \x/100 e analisados aplicando-se o teste de Scott-Knott
a 5% de significancia. Os dados do nimero de esclerddios (X) foram transformados em
\Vx + 0,5 e analisados aplicando-se o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. O
programa estatistico utilizado foi Sisvar® da UFLA-MG.

A estimativa das concentracOes letais CLso e ClLos, a equagdo e o R? de cada
tratamento foram calculados da mesma forma descrita no item 4.4.

O experimento foi repetido integralmente, totalizando seis repeti¢6es por isolado

do fungo.

4.7. Germinacdo Carpogénica — avaliacdo da inibicdo da germinagdo dos
esclerédios dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Para a producdo dos esclerddios, 500 gramas de cenoura cortadas em rodela foram
colocadas em Erlenmeyer de vidro com capacidade de 1 litro e autoclavados por 20 min
a 120 °C/1 atm. Apos o resfriamento, em camara de fluxo laminar, dez discos de meio

BDA de 0,9 cm de diametro, colonizados com micélio de cada isolado de
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S. sclerotiorum (item 4.1), foram colocados nas cenouras e incubadas em BOD a 21 +2°C,
sob escuro continuo por trés semanas.

Os esclerddios produzidos foram transferidos para uma peneira de 1 mm de
abertura de sua malha e separados do substrato cenoura, por meio de lavagem em agua
corrente e secos a temperatura ambiente e armazenados em tubo estéril tipo falcon de 50
mL.

O teste de germinacéo carpogénica foi realizado em caixas tipo gerbox (11 x11 x
3,0 cm), contendo aproximadamente 200 g de solo de barranco, autoclavado duas vezes
por 1 hora a 120 °C/1 atm, com intervalo de 24 horas. Para cada tratamento foram
estabelecidas trés repeti¢bes (Tabela 1) e foram regados no solo, apos a infestagdo com
esclerddios, 50 mL de produto e suas misturas (item 4.4) e para testemunha 50 mL de
agua destilada autoclavada. O solo de cada caixa gerbox foi infestado com 20 esclerédios,
totalizando 120 esclerddios por tratamento, distribuidos de maneira equidistantes um do
outro (Figura 8). Em seguida, as caixas foram incubadas em estufa tipo BOD a
temperatura de 21° £+ 2 °C e fotoperiodo de 12 h.

A avaliagdo constituiu-se em monitorar as caixas gerbox, a cada cinco dias,
verificando-se a germinacdo dos esclerédios e considerados vivos aqueles que
apresentaram a formacao de estipes e apotécio, igual ao tratamento testemunha.

O monitoramento das caixas foi encerrado quando estabilizou-se a germinacéo
dos esclerddios na testemunha. A porcentagem de inibi¢do dos esclerddios (PIE) foi
calculada pela formula: PIE = [(quantidade de esclerddios germinados da testemunha —
quantidade de esclerddios germinados no tratamento) / quantidade de esclerédios
germinados da testemunha] x 100, para cada tratamento em relacdo a testemunha
(CELOTO et al., 2008).

Figura 8. Germinacéo carpogénica de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum, em caixa gerbox contendo
solo de barranco autoclavado e tratado ou ndo com fungicidas, biol6gicos e associagdes.



48

Os dados de PIE (X) foram transformados em arcoseno \x/100 e analisados
estatisticamente aplicando-se o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. O programa
estatistico a ser utilizado foi o Sisvar® da UFLA-MG.

A estimativa das concentragdes letais CLso e CLos, a equagdo e o R? de cada
tratamento foram calculados da mesma forma descrita no item 4.4.

O experimento foi repetido integralmente, totalizando seis repeti¢des por isolado

do fungo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de Patogenicidade de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de

soja

Todos os isolados de S. sclerotiorum causaram lesGes nos foliolos de soja do
cultivar BMX Poténcia RR e produziram micélio e esclerddios sobre as lesdes (Figuras

9A e 9B). A lesdo consistiu-se em uma podriddo aquosa.

ed | 29 b9 €
S | PO% 2 A g

A B C D

Figura 9. Patogenicidade dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, em folhas destacadas de soja, cv. BMX
poténcia. A) Pilar do Sul — SP; B) Jaciara— MT; C) Pinh&o — PR e D) Muitos Capdes — RS.

Diferencas significativas foram observadas entre as médias da porcentagem da
severidade da doenga nos isolados inoculados nos foliolos de soja. Os isolados que
apresentaram menor severidade da doenca e que ndo diferiram entre si foram Muitos
Caples — RS (severidade média de 29,3%) e Pinhdo — PR (24,8%). Os isolados mais
agressivos e que nao diferiram entre si foram Jaciara — MT (74,3%) e Pilar do Sul — SP
(74,3%), mas ambos diferiram dos isolados menos agressivos (Tabela 3).

De acordo com Wegulo et, al., (1998), a uniformidade do tamanho da folha, local
e umidade adequada durante a inoculagao do fungo séo fatores importantes para o sucesso
do método de patogenicidade em folhas destacadas. Essas condi¢des foram contempladas
no presente estudo, pois as folhas do cv. BMX Poténcia estavam uniformes e as folhas
sob o papel de filtro umedecido, com &gua destilada autoclavada, permaneceram sob
camara Umida, além disso as placas com as folhas inoculadas foram incubadas em
temperatura e luminosidade adequadas para o desenvolvimento do fungo S. sclerotiorum.

Na avaliacdo do numero de esclerddios formados por isolado sob as folhas de soja,
observou-se que o isolado de Muitos CapOes - RS e Pinhdo - PR produziram menos
esclerodios (média de 1,8 e 1,00 por placa, respectivamente) e esse nimero foi

significativamente diferente entre esses isolados. Pilar do Sul — SP produziu
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significativamente a maior quantidade de esclerddios (média 5,8 por placa) seguido por

Jaciara— MT (média de 2,7 por placa).

Tabela 3. Severidade do mofo-branco em folhas de soja, cv. BMX Poténcia RR, causada
por diferentes isolados de Sclerotinia sclerotiorum e nimero de esclerédios formados

sobre a lesdo.

Isolados Severidade da doenga NuUmeros de esclerodios
(%0)

Muitos Capdes - RS 29,3 b* 1,8 c**

Pinhdo- PR 24,8 b 1,0d

Jaciara— MT 74,3 a 2,7b

Pilar do Sul - SP 74,3 a 58a

Escala de notas modificada (GARCIA; JULIATTI, 2012): 0% (folhas sadias); 10% (folhas com podridédo
aquosa); 25%; 50%: 75% e 100% (folhas com podriddo aquosa, abundante producdo de micélio e formagéo
de esclerddios).

O percentual da severidade da doenca (X) foi transformado em arcoseno Vx/100, enquanto gue 0 ndmero
de esclerédios produzido por isolado de S. sclerotiorum (X) foi transformado em Vx + 0,5.

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis,
complementado com o teste de multiplas comparaces de Dunn a 5% de significancia.

**Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey a 5% de
significancia.

Os isolados inoculados apresentaram 100% de incidéncia no re-isolamento em
meio de cultura, confirmando a patogenicidade e serem 0s agentes causais da doenca.

Os diferentes niveis de agressividade dos isolados observados no teste de folha
destacada podem estar relacionados com a capacidade de cada isolado de produzir acido
oxalico ou com a quantidade de enzimas que degradam a parede celular do hospedeiro
(LUMSDEN, 1979; BOLTON, 20086).

A partir do teste de patogenicidade, trés isolados foram selecionados para 0s

estudos seguintes, o de Pilar do Sul — SP, Jaciara — MT e Muitos Capdes — RS.

5.2. Compatibilidade fisica e quimica da calda dos fungicidas e suas associa¢des
com produtos bioldgicos

Na determinagdo do potencial hidrogenionico, ndo ocorreram alteracdes nos

valores de pH das caldas dos tratamentos preparados com fungicidas e suas combinacdes
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com produtos de controle bioldgico, e somente no meio de cultura BDA. No controle

(somente BDA), o valor de pH foi 5,3. Nos tratamentos, o valor minimo de pH foi de 4,8

para os tratamentos com tiofanato-metilico e fluazinam + Bacillus subtilis (Bio-Imune)

(0,1 ppm) e o valor maximo observado foi de 5,7 para os tratamentos com tiofanato-

tetilico e fluazinam + Trichoderma asperellum (1000 ppm) (Tabela 4).

Tabela 4. Potencial hidrogeniénico das caldas com fungicidas e suas misturas com
produtos de controle bioldgico em meio de cultura (BDA) nas suas diferentes

concentracoes.
Tratamentos Concentracoes (ppm)
0,1 1 10 100 1000

Controle (BDA) - B - - B
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 5,1 54 53 5,4 54
Fluazinam 5,2 5,2 53 52 53
Dimoxistrobina; Boscalida 5,2 52 5,2 5,3 5,2
Procimidona 51 5,2 51 51 52
Tiofanato-Metilico 5,0 5,0 51 51 52
Trichoderma harzianum 53 53 53 53 53
Trichoderma asperellum 51 5,2 5,2 5,2 5,2
Bacillus subtilis® 53 53 53 53 53
Bacillus subtilis? 51 51 51 51 51
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 5,3 5,2 5,2 51 52
Fluazinam + T. harzianum 5,3 5,3 5,2 53 5,2
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 5,3 5,2 5,2 5,2 5,2
Procimidona + T. harzianum 5,2 5,2 5,2 5,2 53
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 5,5 5,5 5,6 5,6 5,6
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 5,2 53 5,2 5,6 5,7
Fluazinam + T. asperellum 55 5,5 51 55 5,5
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 56 55 5,6 5,5 5,6
Procimidona + T. asperellum 54 54 5,4 54 54
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 54 5,4 54 5,4 5,4
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis® 53 5,2 53 52 53
Fluazinam + B. subtilis? 5,0 5,0 50 5,0 5,0
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis® 50 50 5,4 50 5,0
Procimidona + B. subtilis® 53 5,0 5,0 5,0 5,0
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! 53 5,0 5,0 5,0 50
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 4,8 4,9 4,9 4,9 5,0
Fluazinam + B. subtilis? 4,9 4,9 5,0 50 5,0
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 52 52 5,2 5,2 5,2
Procimidona + B. subtilis? 4,9 4,9 49 4,9 4,9
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 50 49 5,0 5,0 50

1 Serenade; 2 Bio-Imune

Quanto a determinacdo do potencial hidrogeniénico em &agua destilada e

autoclavada, ndo ocorreram alteragcdes nos valores de pH das caldas dos tratamentos
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preparados com fungicidas e suas combinacGes com produtos de controle bioldgico. A

medicédo da calda foi realizada imediatamente e ap0s duas horas de repouso. Os valores

de pH ndo sofreram alteragcdes. No controle (somente agua), o valor de pH foi 6,7. Nos

tratamentos, o valor minimo de pH foi de 4,9 para o tratamento dimoxistrobina; boscalida

+ Bacillus subtilis (Serenade) (0,1 ppm) e o valor maximo foi de 5,9 para o tratamento

tiofanato-metilico; fluazinam + Bacillus subtilis ( Bio-Imune) (1000 ppm) (Tabela 5).

Tabela 5. Potencial hidrogeniénico das caldas com fungicidas e suas misturas com
produtos de controle bioldgico, em &gua destilada e autoclavada, nas suas diferentes

concentragoes.
Tratamentos Concentracdes (ppm)
0,1 1 10 100 1000

Controle (BDA) ) N - ) B
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 5,6 5,6 5,4 55 5,6
Fluazinam 5,6 5,2 53 5,2 53
Dimoxistrobina; Boscalida 53 52 5,2 53 52
Procimidona 5,6 5,2 51 51 52
Tiofanato-Metilico 5,4 5,0 51 5,0 5,2
Trichoderma harzianum 5,6 5,3 5,3 5,2 53
Trichoderma asperellum 5,6 5,2 5,2 5,2 5,2
Bacillus subtilis® 55 53 53 5,3 53
Bacillus subtilis? 5,4 51 5,4 52 51
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 53 5,2 5,2 51 52
Fluazinam + T. harzianum 53 53 5,2 53 52
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 53 5,2 52 52 52
Procimidona + T. harzianum 5,2 5.2 5,2 53 53
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 55 55 5,6 5,4 5,6
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 5,2 53 5,2 5,6 55
Fluazinam + T. asperellum 55 55 53 55 55
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 5,6 55 55 55 5,6
Procimidona + T. asperellum 54 54 5,4 54 5,4
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 54 54 54 54 54
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilist 53 5,2 53 5,2 53
Fluazinam + B. subtilis! 53 50 5,2 50 51
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 4,9 5,0 52 5,0 5,2
Procimidona + B. subtilis® 53 5,0 5,0 5,0 5,2
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 53 5,2 50 50 54
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 5,6 5,6 5,6 58 59
Fluazinam + B. subtilis? 53 53 50 5,0 52
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 5,2 5.2 5,2 52 52
Procimidona + B. subtilis? 55 54 54 54 5,6
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 53 52 51 5,3 53

1 Serenade; 2 Bio-Imune

O pH das caldas dos fungicidas, dos produtos de controle bioldgico e das misturas
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de fungicidas com produtos de controle bioldgicos ndo influenciara no controle da doenca
e nem causara fitotoxidez nas plantas. Essa afirmacéo é verdadeira porque o pH ideal para
preparacao de caldas de produtos fitossanitarios, de forma geral, deve ser levemente &cido
a neutro, na faixa de 4,5 a 7,0. Recomenda-se verificar, antes da formulagéo das caldas,
o pH ideal para cada produto fitossanitario e o pH da dgua que se pretende utilizar. Se for
necessario, realizar-se-a correcao do pH (MACIEL et al., 2020).

Para 0 aumento da eficiéncia da mistura, a utilizagdo de redutores de pH tem sido
uma pratica comum nas pulverizagdes agricolas, sendo mais comumente utilizados
produtos de natureza &cida, tais como acido fosférico e acido borico (PETTER et al.,
2013). A taxa de hidrolise é retardada em pH mais baixo, contribuindo para manter a folha
Umida por maior tempo, pois a superficie das folhas apresenta pH neutro, interagindo com
0 pH da calda (QUEIROZ et al., 2008).

Os niveis de pH de suspensdes de produtos, a base de Trichoderma, podem
influenciar no parasitismo do antagonista. No geral, o fungo é favorecido por valores mais
baixos, ou seja, pH acido (CHET & BAKER, 1981; PAPAVIZAS, 1985). Desta forma, é
esperado que os valores de pH mensurados nas caldas dos fungicidas associados com
produtos a base de Trichoderma e de Bacillus ndo causem interferéncia no mecanismo de
controle destes antagonistas, visando controlar o agente causal do mofo-branco em soja.

As caldas dos fungicidas, dos produtos de controle biolégico e das misturas
(fungicida + produto de controle biol6gico) em meio BDA apresentaram compatibilidade
fisico-quimica, ou seja, ndo foram detectados problemas como floculacdo, sedimentacao,
separacdo de fases, grumos, separacdo de 6leo, formacao de cristais, creme e espuma. Ja
as caldas dos fungicidas, dos produtos de controle biolégico e das misturas, em agua
destilada e autoclavada em agitacdo intermitente, apresentaram compatibilidade fisico-
quimica. Quando em repouso de duas horas, somente as caldas dos fungicidas em mistura
com Trichoderma harzianum e Trichoderma asperellum apresentaram problemas como

floculacdo, sedimentacdo, separacdo de fases, separacdo de 6leo e espuma (Figura 10).
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Figura 10. Incompatibilidade fisico-quimica, nas caldas em repouso por duas horas. A) Espuma; B)
Floculacéo e separacéo de 6leo; C) Separagdo de fases e D) Sedimentacéo.

As caracteristicas fisicas das caldas influenciam na pulverizacdo, tais como vazao,
formacado, distribuicdo de gotas e padrao de distribuicdo volumétrico. Se 0s parametros
apontados estiverem adequados, isto resultara em tratamentos com maior eficiéncia e
menores riscos de deriva e contaminagdes ambientais (MILLER; BUTLER ELLIS, 2000;
PETTER etal., 2013).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, ndo ha incompatibilidade fisico-
quimico das caldas dos fungicidas, dos produtos de controle biolégico e das misturas de
fungicida + produto de controle bioldgico, quando a calda fica em constante agitacao.
Sendo assim, havera efeito positivo no controle do mofo-branco, desde que respeitadas

as condic¢des técnicas de pulverizacdo dos produtos.

5.3.  Invitro — Efeito dos fungicidas sobre o desenvolvimento do Trichoderma e

Bacillus

De acordo com a técnica de disco de papel filtro descrito no item 4.4, a maioria
dos fungicidas foi compativel com os produtos de controle bioldgico a base de
Trichoderma do que com Bacillus. As misturas de fungicidas compativeis com 0s
produtos a base de Trichoderma foram tiofanato-metilico; fluazinam + T. harzianum;
procimidona + T. harzianum; tiofanato-metilico + T. harzianum; tiofanato-metilico;
fluazinam + T. asperellum e tiofanato-tetilico + T. asperellum (Tabela 6 e Figuras 11).
A concentracdo dos produtos utilizada foi a recomendada pelo fabricante (Tabela 1).
As misturas de fungicidas classificadas como parcialmente compativeis com os proutos
a base de Trichoderma foram fluazinam + T. harzianum (80%); fluazinam + T.
asperellum (26,6%) e procimidona + T. asperellum (60%) (Tabela 6 e Figuras 11).

Os unicos fungicidas que apresentaram 100% de halo de inibicdo nos
Trichodermas foram dimoxistrobina; boscalida + T. harzianum e dimoxistrobina;
boscalida + T. asperellum, classificados como incompativeis ao antagonista (Tabela 6
e Figuras 11).

A maioria dos fungicidas foi incompativel com os produtos a base de Bacillus.
Para o produto Serenade, incompatibilidade foi detectada para os fungicidas fluazinam
e tiofanato-Metilico. Ja para o produto Bio-Imune, a incompatibilidade foi observada

para tiofanato-metilico; fluazinam, fluazinam e tiofanato-metilico (Tabela 6 e Figuras
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A compatibilidade parcial aos produtos a base de Bacillus também foi

constatada. Para o produto Serenade, os fungicidas com esse efeito foram tiofanato-

metilico; fluazinam (80%) e procimidona (86,6%). Esse mesmo efeito foi observado

para o produto Bio-Imune com o fungicida procimidona (93,3%) (Tabela 6 e Figuras

12). Compatibilidade aos produtos a base de Bacillus foi observada apenas para o

fungicida dimoxistrobina; boscalida (Tabela 6 e Figuras 12).

Tabela 6. Efeito de fungicidas em Trichoderma e Bacillus nas doses recomendas pelo
fabricante, em condi¢Oes de estufa tipo BOD regulada para 26° + 2 °C.

Tratamentos Numero de discos de papel
Trichoderma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiofanato-Metilico; Fluazinam| ++ ++ ++ ++ ++ ++++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
+ T. harzianum
Fluazinam + T. harzianum | - *++ - 4+ 4= -4 4 A e
Dimoxistrobina; Boscalida + T -- - - - = = — = — -~ -~ — = -
harzianum
Procimidona + T. harzianum | ¥+ ++ ++ ++ ++ HEH+ b+ o+ A+
Tiofanato-Metilico + T. ++ 4+ 4+ A+ A
harzianum
Tiofanato-Metilico; Fluazinam| ++ ++ ++ ++ 4+ ++++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
+ T. asperellum
Fluazinam + T. asperellum | +=  +- = ++ ++ ++ - 4+ 4 b b A+
Dimoxistrobina; Boscalida+ T -- - - - - - - T e
asperellum
Procimidona + T. asperellum |+-  *-+- ++ 4+ 4o A4 A A e A e
Tiofanato-Metilico + T. ++ e I = S S o S A i i o o
asperellum
Bacillus
Tiofanato-Metilico; Fluazinam| +-  +- -  +- 4+ +- -+ 4+  + ++ + + +  +-
+ B. subtilis*
Fluazinam + B. subtilis! - - - - - - s
Dimoxistrobina; Boscalida + [++ ++ ++ ++ ++ ++++ 4+ ++  +H+ - H+ +H+ 4
B. subtilis!
Procimidona + B. subtilist | - *- - - Ao A A A e e A e e 4
Tiofanato-Metilico + B. R e T
subtilis?
Tiofanato-Metilico; Fluazinam| -- - - - = — - = — -~ — -~ - - -
+ B. subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? - T -
Dimoxistrobina; Boscalida + |[++ ++++ ++ ++ ++++ ++ ++  ++ 4+ +H+ +H+ H+ 4

B. subtilis?
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Procimidona + B. subtilis? | - *- - - b odede e A e e e e

Tiofanato-Metilico + B. AU -
subtilis?

++ = compativel

+- = parcialmente compativel (presenca de halo de inibicdo com algumas colbnias)
-- = incompativel

! Serenade; 2 Bio-Imune

Figura 11. Efeitos dos fungicidas sobre Trichoderma, nas doses recomendas pelo fabricante. A) BDA, B)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam, C) Tiofanato-Metilico; Fluazinam, D) Dimoxistrobina; Boscalida, E)
Procimidona, F) Tiofanato-Metilico, G) T. harzianum, H) Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum,
I) Fluazinam + T. harzianum, J) Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum, K) Procimidona + T.
harzianum, L) Tiofanato-Metilico + T. harzianum, M) T. asperellum, N) Tiofanato-Metilico; Fluazinam +
T. asperellum, O) Fluazinam + T. asperellum, P) Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum, Q)
Procimidona + T. asperellum, e R) Tiofanato-Metilico + T. asperellum.
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Figura 12. Efeito de fungicidas sobre Bacillus nas doses recomendas pelo fabricante. A) BDA, B)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam, C) Tiofanato-Metilico; Fluazinam, D) Dimoxistrobina; Boscalida, E)
Procimidona, F) Tiofanato-Metilico, G) B. subtilis!, H) Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis?, I)
Fluazinam + B. subtilis!, J) Dimoxistrobina; Boscalida B. subtilis!, K) Procimidona + B. subtilis!, L)
Tiofanato-Metilico B. subtilist, M) + B. subtilis?, N) Tiofanato-Metilico; Fluazinam + + B. subtilis?, O)
Fluazinam + + B. subtilis?, P) Dimoxistrobina; Boscalida + + B. subtilis?, Q) Procimidona + + B. subtilis?,
e R) Tiofanato-Metilico + + B. subtilis®.

1 Serenade; 2 Bio-Imune.

A maioria dos trabalhos referentes a compatibilidade entre produtos
fitossanitarios e de controle bioldgico é desenvolvida sob condicdo in vitro, cuja
vantagem € o fato de propiciar a maxima exposicdo dos antagonistas aos produtos
avaliados. Assim, a aplica¢do do fungicida ou da mistura em campo é praticamente
garantida com relacdo ao efeito sobre o antagonista. Contudo, o nivel de toxicidade
observada em condicOes de laboratério pode ndo ser a mesma em condi¢fes de campo
(Alves et al. 1998).

O desenvolvimento e a utilizagdo da técnica de avaliagdo por meio de discos
de papel impregnados com substancias se deram na decada de 1940, com a finalidade
de se obter maior praticidade na avaliacdo dos efeitos de antibidticos sobre os
microrganismos. De acordo com Koneman et al. (2001), quando o disco impregnado
entra em contato com a superficie tmida do meio de cultura, a &gua é absorvida para o

papel numa velocidade maior do que a difusdo da substancia no meio circundante.
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Assim, a velocidade de extracdo da substancia para fora do papel é maior do que a
difusdo desta para o meio de cultura, de tal forma que a concentragdo do produto,
imediatamente adjacente ao disco, pode exceder a do préprio disco.

No presente estudo e empregando a técnica de impregnacdo de produtos nos
discos de papel, a maioria dos fungicidas testados foi considerado compativel com os
produtos a base de Trichoderma (Tabela 6 e Figuras 11). Ja para os produtos a base de
Bacillus, a maioria dos fungicidas testados foram incompativeis e ou parcialmente
compativeis, sendo que o Unico que apresentou compatibilidade foi o fungicida
dimoxistrobina; boscalida (Tabela 6 e Figuras 12).

Segundo Avila et al. (2005), os ingredientes ativos dos fungicidas podem
apresentar interferéncias diferentes no desenvolvimento e nos mecanismos de acéo dos
agentes de biocontrole. Por este motivo, a compatibilidade dos fungicidas com 0s
fungos antagonistas deve ser avaliada, garantindo, assim, o sucesso do uso destes dois
métodos de controle em conjunto.

DOUGHERTY (1971) em testes de compatibilidade de inseticidas e
herbicidas sob o antagonista Bacillus thurigiensis (Bt) ndo verificou diferenga na
classificacdo de compatibilidade com relagdo as concentragbes dos fungicidas,
discordando de JIMENEZ et al. (1989), que observaram varia¢do do halo conforme a
categoria do produto testado e a concentracdo utilizada, mas com a metade da
concentracdo recomendada os fungicidas foram compativeis com Bt.

Segundo Araujo et. al. (2021), produtos a base de Trichoderma asperellum,
T. harzianun e B. subitilis mostraram-se compativeis com o nematicida quimico

fluopiram, utilizando técnica de impregnacdo de produtos nos discos de papel.

5.4. In vitro - Efeito dos produtos e suas misturas na inibicdo do crescimento
micelial, na producgdo de esclerddios e na avaliacdo da sensibilidade dos
isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum

54.1. In vitro - Crescimento micelial de isolados do fungo Sclerotinia
sclerotiorum em meio de cultura com fungicidas e misturas com produtos

de controle bioldgico

Os isolados desenvolveram-se adequadamente com 120 horas de incubagdo no
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tratamento controle, corroborando com prévio estudo de Corradini (1989), que avaliou
19 isolados de S. sclerotiorum de diferentes culturas e observou que as coldnias do fungo
atingiram o didmetro maximo de crescimento com 120 horas de incubagao.

Na anélise do isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP e na concentragédo
de 0,1 e 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram 0s menores
percentuais de inibicdo de crescimento micelial. Na concentracdo a 0,1 ppm, mistura
envolvendo fungicidas com produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma,
apenas fluazinam + T. asperellum apresentou 86% de inibi¢cdo. Ja nas misturas de
fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, o Unico que ndo apresentou
100% de inibicao micelial foi com o fungicida fluazinam + Bacillus subtilis (36%). Ja nas
misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus, os Unicos que ndo
apresentaram 100% de inibicdo do fungo foram com os fungicidas tiofanato-tetilico;
fluazinam + Bacillus subtilis (75%), fluazinam + Bacillus subtilis (61%) e tiofanato-
metilico + Bacillus subtilis (71%) (Tabela 7 e Figura 13).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm apresentaram 100% de inibicdo do isolado (Tabela 7).

Nas misturas envolvendo fungicidas na concentragdo de 1 ppm com produtos de
controle bioldgico, a Unica que ndo apresentou 100% de inibi¢do de crescimento micelial
do isolado foi fluazinam + Bio-Imune (81%) (Tabela 7 e Figura 13).

Nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de
fungicidas com produtos de controle biolégico ndo apresentaram diferencas entre si,

inibindo 100% o crescimento micelial do isolado (Tabela 7 e Figura 13).

Tabela 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do isolado de
Sclerotinia sclerotiorum, de Pilar do Sul — SP em meio de cultura BDA incorporado com
diferentes fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em
combinagdo com diferentes concentragdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentracges (PPM) / PIC (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 38¢gC 9% bB 100aA 100aA 100aA
Fluazinam 62eC 85¢cB 100aA 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida 27hC 389gB 100aA 100aA 100aA
Procimidona 41fC 66eB 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico 12iC 63fB 100aA 100aA 100aA
Trichoderma harzianum* - - - - 100a A
Trichoderma asperellum* - - - - 100a A
Bacillus subtilis * - - - - 100a A

Bacillus subtilis? * - - - - 100 a A
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Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 100 a A 100 aA 100 a A 100 a A 100 a A

Fluazinam + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 100aA 100aA 100a A 100aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + T. asperellum 86bB 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtiliss 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A
Fluazinam + B. subtilis* 36gB 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 100a A 100a A 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis! 100 aA 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 100aA 100aA 100 aA 100 aA 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis’®  75¢ B 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + B. subtilis? 6leC 81dB 100 aA 100 aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 100aA 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis? 100aA 100aA 100aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 71dB  100aA 100aA 100 aA 100 a A
CV% = 27,91

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

1 Serenade; 2 Bio-lImune

10ppm A
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Figura 13. Associagdo dos produtos quimicos e bioldgicos na inibi¢do do crescimento micelial e producao
de esclerddios, do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de Pilar do Sul — SP, nas diferentes concentracdes
(0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 ppm). A) Procimidona. B) Dimoxistrobina + Boscalida + Trichoderma harzianum.
C) Tiofanato-metilico + Fluazinam + Bacillus subtilist. D) Procimidona + Bacillus subtilis®.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

No isolado de S. sclerotiorum de Jaciara — MT e na concentracao de 0,1 ppm, 0s
fungicidas utilizados isoladamente apresentaram 0s menores percentuais de inibicdo de
crescimeno micelial do fungo. Os fungicidas dimoxistrobina; boscalida, procimidona e
tiofanato-metilico ndo apresentaram nenhuma inibicdo micelial do isolado (Tabela 8 e
Figura 14).

Os produtos de controle biologico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentragcdo de 1000 ppm apresentaram 100% de inibicdo do crescimento micelial do
isolado do fungo (Trichodermil, Tricho-Turbo e Serenade), com exce¢do apenas do
produto Bio-Imune (Bacillus subtilis) que ndo apresentou total inibi¢cdo do crescimento
micelial do isolado (61 %) (Tabela 8 e Figura 14).

Na mistura envolvendo fungicidas na concentracdo de 0,1 ppm, os produtos de
controle biol6gico a base de Trichoderma apresentram 100% de inibicdo. Por outro lado,
as misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, o Gnico que néo
apresentou 100% de inibicdo micelial foi fluazinam + Bacillus subtilis (75%). J& nas
misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus, ndo apresentaram
100% de inibicdo do fungo foram com os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam + Bio-
Imune (Bacillus subtilis) (67%), fluazinam + Bio-Imune (Bacillus subtilis) (75%),
tiofanato metilico + fluazinam + Bio-Imune (67%), dimoxistrobina; boscalida + Bio-

Imune (87%), procimidona + Bio-Imune (75%) e tiofanato-metilico + Bio-Imune (87%)
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(Tabela 8 e Figura 14).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibicdo. Nas misturas envolvendo fungicidas com produtos
de controle bioldgico, que ndo apresentaram 100% de inibicdo de crescimento micelial
do isolado para o produto Bio-Imune foram os tiofanato-Metilico; fluazinam + Bacillus
subtilis (75%), fluazinam + Bacillus subtilis (87%) e procimidona + Bacillus subtilis
(87,5%) (Tabela 8 e Figura 14).

Na concentracdo de 10 ppm, apenas o fungicida fluazinan (87%) apresentou o
menor percentual de inibicdo. As misturas de fungicidas com produtos de controle
bioldgico apresentaram 100% de inibicdo de crescimento micelial do isolado (Tabela 8 e
Figura 14).

Nas concentragdes de 100 e 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas
com produtos de controle bioldgico ndo apresentaram diferencas entre si, inibindo 100%

do crescimento micelial do isolado (Tabela 8 e Figura 14).

Tabela 8. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do isolado de S.
sclerotiorum de Jaciara — MT em meio de cultura incorporado com diferentes fungicidas
e produtos de controle bioldgico utilizados isoladamente ou em combinacdo com
diferentes concentracdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentragoes (PPM) / PIC (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 33fC 64eB 100aA 100aA 100aA
Fluazinam 53eD 82cC 87bB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida 0gC 36gB 100aA 100aA 100aA
Procimidona 0gC 87bB 100aA  100aA 100aA
Tiofanato-Metilico 0gC 39fB 100aA  100aA 100aA
Trichoderma harzianum* . - - - 100a A
Trichoderma asperellum* - - - - 100a A
Bacillus subtilis * - - - - 100a A

Bacillus subtilis? * - - - - 61 b A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. Harzianum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A

Fluazinam + T. Harzianum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. Harzianum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. Harzianum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A
Tiofanato-Metilico + T. Harzianum 100a A 100aA 100aA 100aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. Asperellum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + T. Asperellum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. Asperellum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. Asperellum 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. Asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtiliss 100 a A 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + B. subtilis! 75¢B 100aA 100 aA 100 aA 100 aA

Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 100 a A 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis® 100 a A 100aA 100 aA 100 aA 100 a A
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Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 100a A 100aA 100 aA 100 aA 100 a A

Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 67dC 75dB 100 aA 100 aA 100 aA

Fluazinam + B. subtilis? 75cC 87bB 100 aA 100 aA 100 aA

Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 87bB 100aA 100 aA 100 aA 100 aA

Procimidona + B. subtilis? 75¢C 875bB 100aA 100 aA 100 aA

Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 87bB 100aA 100aA 100 aA 100 aA
CV% = 8,89

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.
*Concentragdo de 1000 ppm.
1 Serenade; 2 Bio-lImune

A 10ppm B

10ppm D

Figura 14. Associacdo dos produtos quimicos e biologicos na inibi¢do do crescimento micelial e produgao
de esclerddios do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de Jaciara — MT nas diferentes concentraces (0,1;
1,0; 10; 100 e 1000ppm). A) Dimoxistrobina + Boscalida. B) Procimidona + Trichoderma asperellum. C)
Procimidona + Bacillus subtilist. D) Tiofanato-metilico + Fluazinam + Bacillus subtilis?.

1 Serenade; 2 Bio-Imune
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Na andlise do isolado de S. Sclerotiorum de Muitos Capbes — RS e na
concentracdo de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram 0s menores
percentuais de inibi¢do de crescimento micelial. Os fungicidas dimoxistrobina; boscalida,
procimidona e tiofanato-metilico ndo apresentaram inibi¢do micelial do isolado. Para os
fungicidas com produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma, todos apresentram
100% de inibicdo do fungo. Nas misturas envolvendo fungicidas com produtos de
controle bioldgico a base de Bacillus, que ndo apresentaram 100% de inibicdo do
crescimento micelial do isolado para o produto Serenade foram tiofanato-metilico;
fluazinam + Bacillus subtilis (72%), dimoxistrobina; boscalida + Bacillus subtilis (87%),
procimidona + Bacillus subtilis (87%) e tiofanato-metilico + Bacillus subtilis (87%). Ja
para as misturas de fugicidas com o produto Bio-Imune, as que ndo apresentaram 100%
de inibicdo micelial foram fluazinam + Bacillus subtilis (75%), procimidona + Bacillus
subtilis (62%) e tiofanato-metilico + Bacillus subtilis (69%) (Figura 15 e Tabela 9).

Os produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm apresentaram 100% de inibicdo do isolado (Tabela 9).

Na concentragdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibigdo. Nas misturas de fungicidas com produtos de controle
bioldgico a base de Trichoderma, todas inibiram 100% o micélio do fungo. Ja nas
misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, a Unica que nédo
apresentou 100% de inibicdo micelial foi com o fungicida tiofanato-metilico; fluazinam
+ Bacillus subtilis (75%). Ja nas misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a
base de Bacillus, as unicas que ndo apresentaram 100% de inibicdo do fungo foram com
os fungicidas fluazinam + Bacillus subtilis (80%), procimidona + Bacillus subtilis (82%)
e tiofanato-metilico + Bacillus subtilis (75%) (Figura 15 e Tabela 9).

Na concentragdo de 10 ppm, apenas o fungicida fluazinam (87%) apresentou o
menor percentual de inibicdo. Nas misturas de fungicidas com produtos de controle
bioldgico com o produto Serenade® a base de Bacillus, a Unica que nao apresentou 100%
de inibicdo micelial foi com o fungicida tiofanato-metilico; fluazinam + Bacillus subtilis
(87%). Ja na mistura de fungicida com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus, a Unica
que ndo apresentou 100% de inibi¢do do fungo foi com o fungicida fluazinam + Bacillus
subtilis (87,5%) (Figura 15 e Tabela 9).

Nas concentracdes de 100 e 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas
com produtos de controle bioldgico ndo apresentaram diferencas entre si, inibindo 100%

o crescimento micelial do isolado (Figura 15 e Tabela 9).
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Tabela 9. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do isolado de S.
sclerotiorum de Muitos Capdes — RS em meio de cultura incorporado com diferentes
fungicidas e produtos de controle bioldgico utilizados isoladamente ou em combinacgéo
com diferentes concentracfes e dose

Fungicidas
Tratamentos ConcentragGes (PPM) / PIC (%)
0,1 1 10 100 1000
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 41gC 72eB 100aA 100aA 100aA
Fluazinam 72dD 81dC 87bB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida ohC 53gB 100aA 100aA 100aA
Procimidona ohC 87bB 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico ohC 19gB 100aA 100aA 100aA
Trichoderma harzianum* - - - - 100a A
Trichoderma asperellum* - - - - 100a A
Bacillus subtilis * - - - - 100a A
Bacillus subtilis? * - - - - 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
harzianum
Fluazinam + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100aA 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
asperellum

Fluazinam + T. asperellum 100aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis' 704qp 75fC  87bB 100 aA 100 a A
Fluazinam + B. subtilis® 100a A 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! g7pB 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis 87pB 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® g7bpB 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis’  19pa A 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + B. subtilis? 75¢D 80dC 875bB 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 100aA 100aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis? 62fc 82cB 100aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 69ec /5fB 100aA 100 aA 100 aA

CV%= 7,93

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

1 Serenade; 2 Bio-lImune
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Figura 15. Associagdo dos produtos quimicos e biolégicos na inibi¢do do crescimento micelial e producao
de esclerddios, do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de Muitos Capdes-MT, nas diferentes concentracdes
(0,1; 1,0; 10; 100 e 1000ppm). A) Tiofanato-metilico. B) Dimoxistrobina + Boscalida + Trichoderma
harzianum. C) Dimoxistrobina + Boscalida + Trichoderma asperellum. D) Procimidona + Bacillus subtilis?.
! Serenade; ? Bio-Imune

Zancan (2011) verificou que os fungicidas fluazinam e procimidone foram
eficazes na inibicdo total do crescimento micelial de dois isolados do fungo S.
Sclerotiorum, a partir de 5 pg.mL?, enquanto que para tiofanato metilico,
flunquinconazole e piraclostrobina, os isolados apresentaram crescimento micelial
mesmo em alta concentragio dos fungicidas (500 pg.mL™).

Ferreira et al. (2009) relataram um bom desempenho dos fungicidas procimidone
e fluazinam para reduzir o crescimento micelial de S. sclerotiorum nas concentragdes de
1,0 mg.L e 0,1 mg.L%, respectivamente.

Garcia et al. (2012) observaram inibicdo do crescimento micelial de S.
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sclerotiorum utilizando o ingrediente ativo fluazinam em doses a partir de 0,1 pgi.a. mL"
! enquanto que os fungicidas procimidona e carbendazim inibiram o fungo nas doses a
partir de 1,0 ng i.a. mL™?, e tiofanato metilico na dose a partir de 10 pg i.a. mL™?. Esse
trabalho de Garcia et al. (2012) reforca o estudo de Zancan (2011) quanto ao fato de
tiofanato metilico controlar o fungo S. sclerotiorum apenas quando empregado em doses
mais altas.

No presente estudo, tiofanato metilico e procimidona apresentaram 100% de
inibigdo no crescimento micelial dos isolados de S. sclerotiorum a partir da concentragéo
de 10 ppm. Fluazinam apresentou percentual de inibi¢do dos isolados do fungo > 87%
também a partir da concentracdo de 10 ppm. (Tabela 7).

Segundo Silva et al. (2015), Trichoderma spp. € considerado competidor
agressivo, pois cresce rapidamente e coloniza varios substratos, além de competir com o
patdgeno por nutriente. Também pode atuar parasitando estruturas de patdégenos. Essas
caracteristicas sdo interessantes, pois podem ajudar na reducdo do inoculo inicial da S.
sclerotiorum parasitando os esclerodios no campo. Além disso, 0s produtos a base de
Trichoderma do presente estudo (Trichodermil® e Tricho-turbo®) apresentaram 100%
de inibigdo micelial dos isolados de S. sclerotiorum nas doses recomendadas (Tabelas 7,
8 e 9). Isso podera contribuir tanto na reducdo do inoculo inicial pelo controle dos
esclerédios quanto na reducdo da severidade da doenca nas plantas adultas, podendo
garantir florada adequada e enchimento dos gréos de soja no campo.

Jain etal. (2018) obtiveram inibicdo do crescimento micelial de R. solani in vitro
com B. subtilis, além de reduzir a incidéncia do patégeno em 81% na cultura da soja.
Observagdes microscopicas revelaram que B. subtilis causou deformidades morfoldgicas
nas hifas de R. solani, como vacuolacdo, vazamento do protoplasto e destruicdo do
micélio.

Chung et al. (2008) e Ayed et al. (2014) relataram sobre a existéncia de
substancias antibioticas e antifingicas produzidas por espécies de Bacillus contra fungos.

Sun et al. (2017) e Rahman et al. (2016) obtiveram taxa de biocontrole de S.
sclerotiorum superior a 80% com cepas de B. subtilis (LHS11 e FX2) e Bacillus
amyloliquefaciens.

No presente estudo, o produto Serenade® a base de Bacillus subtilis apresentou
100% de inibicdo micelial de todos os isolados de S. sclerotiorum na concentracdo de
1000 ppm. E possivel que o elevado controle do produto Serenade® nos isolados de S.

sclerotiorum, seja devido as alteragdes morfoldgicas sobre os isolados e da atuagdo de
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substancias antibidticas e antifungicas, conforme relatos de Chung et al. (2008) e Ayed
etal. (2014).

Mueller et al. (2002), por meio da mesma metodologia, testaram os fungicidas
benomil, vinclozolin, tebuconazol e tiofanato-metilico sobre S. sclerotiorum. O
tratamento com fungicida tiofanato-metilico ndo impediu o desenvolvimento do
patdgeno, até mesmo nas maiores concentracdes, diferindo dos resultados do presente
estudo, que nas concentragdes de 10 ppm e acima, inibiu 100% o crescimento micelial

dos trés isolados de S. Sclerotiorum.

5.4.2. In vitro — Producdo de esclerodios de isolados do fungo Sclerotinia
sclerotiorum em meio de cultura BDA com fungicidas e misturas com

produtos de controle biol6gico

Na analise do isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul - SP, os fungicidas
utilizados isoladamente na concentracdo de 0,1 ppm reduziram o nimero de esclerddios
produzidos em relagéo ao tratamento controle (Tabelas 10).

Nas concentragdes de 1; 10; 100 e 1000 ppm, os fungicidas utilizados
isoladamente no meio de cultura ndo propiciaram a producéo de esclerddios (Tabelas 10).

Os produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentragdo de 1000 ppm inibiram 100% o crescimento micelial do fungo e com isso
ndo houve producao de esclerddios (Tabelas 10).

Nas concentracdes de 0,1 e 1 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos
de controle bioldgico a base de Bacillus, apesar de ndo apresentar 100% de inibicdo
micelial do fungo constatou-se 100% de inibi¢do da producéo de esclerddios (Tabela 10).
Nas concentragdes de 10; 100 e 1000 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos
de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus ndo propiciaram a producéo

de esclerdédios no meio de cultura (Tabelas 10).

Tabela 10. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Pilar do Sul - SP nos meios contendo fungicidas, produtos de controle bioldgico e suas
associagOes, em diferentes concentragoes.

Tratamentos Concentragfes (ppm) / Média do nimero de esclerodios

0,1 1 10 100 1000
Controle 40,0d - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 132¢ - - - -

Fluazinam 111a - - - -
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Dimoxistrobina; Boscalida 112a - - - -
Procimidona 11,1a - - - -
Tiofanato-Metilico 12,6 b - - - -

Trichoderma harzianum* - - - - -
Trichoderma asperellum* - - - - -
Bacillus subtilis! * - - - - -
Bacillus subtilis?* - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam
+ T. harzianum
Fluazinam + T. harzianum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida +
T. harzianum
Procimidona + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T.
harzianum
Tiofanato-Metilico; Fluazinam
+ T. asperellum
Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida +
T. asperellum
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T.
asperellum
Tiofanato-Metilico; Fluazinam
+ B. subtilis?

Fluazinam + B. subtilis! - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida +
B. subtilist

Procimidona + B. subtilis? - - - - -
Tiofanato-Metilico + B.
subtilis!
Tiofanato-Metilico; Fluazinam
+ B. subtilis?

Fluazinam + B. subtilis? - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida +
B. subtilis?

Procimidona + B. subtilis? - - - - -
Tiofanato-Metilico + B.
subtilis?
CV % =5,58

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentragdo de 1000 ppm.

! Serenade; ? Bio-Imune

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Jaciara— MT, os fungicidas utilizados
isoladamente na concentracdo de 0,1 ppm reduziram a producdo de esclerodios em
relacdo ao tratamento controle (Tabela 11). Nas concentragfes de 1 e 10 ppm, 0s
fungicidas utilizados isoladamente reduziram a producédo de esclerédios em relagdo ao
tratamento controle, com destaque para os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam,
procimidona e tiofanato-metilico que chegaram a zerar essa produgdo (Tabela 11). Nas
concentracfes 100 e 1000 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente inviabilizaram a
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producdo de esclerédios do fungo no meio (Tabelas 11).

Analisando a producédo de esclerodios do isolado do fungo nos tratamentos com
os fungicidas fluazinam e dimoxistrobina; boscalida, observou-se que a producdo média
diferiu entre si quanto as concentragdes de 0,1; 1 e 10 ppm, sendo a menor delas na
concentracdo de 10 ppm.

Quanto aos produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus
na concentracdo de 1000 ppm, somente o produto Bacillus subtilis (Bio-Imune) néo
propiciou 100% de inibi¢cdo micelial do fungo, porém houve 100% de inviabilizacdo na
producéo de esclerodios (Tabelas 11).

Nas concentracGes de 0,1 e 1 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos
de controle bioldgico a base de Bacillus, apesar de ndo apresentar 100% de inibicéo
micelial do fungo observou-se 100% de inibi¢do da producéo de esclerddios (Tabela 11).

Nas concentracgdes de 10, 100 e 1000 ppm, as misturas envolvendo fungicidas +
produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e Bacillus ndo propiciaram

producéo de esclerddios no meio de cultura (Tabelas 11).

Tabela 11. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Jaciara- MT nos meios contendo fungicidas, produtos de controle biologico e suas
associacOes, em diferentes concentragdes e dose.

Tratamentos Concentracoes (ppm) / Média do nimero de esclerddios

0,1 1 10 100 1000

Controle 385fA 385cA  385bA - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 86aB -A - - -
Fluazinam 10,1bC 20aB 1,0aA - -
Dimoxistrobina; Boscalida 190eC 6,8bB 10aA - -
Procimidona 116cB -A - - -
Tiofanato-Metilico 143dB -A - - -

Trichoderma harzianum* - - - - -
Trichoderma asperellum* - - - - -
Bacillus subtilis! * - - - - -
Bacillus subtilis? * - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T.
harzianum
Fluazinam + T. harzianum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T.
harzianum
Procimidona + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T.
asperellum
Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T.
asperellum
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum - - - - -
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Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B.
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis! - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B.
subtilis?
Procimidona + B. subtilis® - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B.
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B.
subtilis?
Procimidona + B. subtilis? - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? - - - - -
CV % =7,45
Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
*Concentracdo de 1000 ppm.
! Serenade; ? Bio-Imune

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capdes - RS, os fungicidas
utilizados isoladamente na concentracdo de 0,1 ppm reduziram a producéo de esclerodios
em relagédo ao tratamento controle, com destaque para o fungicida fluazinam que foi o
que mais reduziu em relacdo aos demais. Para os produtos de controle bioldgico (a base
de Trichoderma e de Bacillus) e as misturas envolvendo fungicidas + Trichoderma
inibiram 100% o crescimento micelial do fungo e com isso ndo apresentou producao de
esclerddios. Nas misturas envolvendo fungicidas mais produtos de controle biolégico a
base de Bacillus, a Unica que apresentou 100% de inibi¢do do crescimento micelial do
isolado foi fluazinam + Serenade (Bacillus subtilis). Para o produto Bio-Imune mais
fungicidas, as Unicas misturas que inibiram 100% o crescimento micelial do isolado
foram tiofanato-metilico; fluazinam + Bacillus subtilis e dimoxistrobina; boscalida +
Bacillus subtilis. Nas demais misturas apesar de ndo apresentar 100% de inibi¢cdo do
fungo, ndo se constatou producdo de esclerodios (Tabelas 12).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm inibiram 100% o crescimento micelial do fungo e com isso
ndo houve producao de esclerddios (Tabelas 12).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente reduziram a
producdo de esclerédios em relacdo ao tratamento controle, com destaque para o
fungicida procimidona que foi o que mais reduziu em relacdo aos demais. A mistura
fungicida + Serenade® que néo inibiu 100% o fungo foi com o fungicida tiofanato-

metilico; fluazinam + Bacillus subtilis. J& nas misturas fungicidas + Bio-Imune®, as



72

Gnicas que ndo inibiram 100% o crescimento micelial do fungo foram fluazinam +
Bacillus subtilis, procimidoma + Bacillus subtilis e tiofanato-metilico + Bacillus subtilis
(Tabelas 9 e 12).

Na concentragdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente reduziram a
producéo de esclerddios do isolado em relagdo ao tratamento controle, com destaque para
os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam, dimoxistrobina; boscalida, procimidona e
tiofanato-metilico que inviabilizaram totalmente a producéo de esclerddios no meio. As
Unicas misturas envolvendo fungicidas + produtos de controle biolégico que ndo inibiram
100% o crescimento micelial do fungo foram tiofanato-metilico; fluazinam + Bacillus
subtilis (Serenade®) e fluazinam + + Bacillus subtilis (Bio-Imune®), mas mesmo assim
essas misturas esterilizaram o micélio e com isso ndo houve producdo de esclerddios
(Tabelas 12).

Analisando a producdo de esclerddios do isolado do fungo nos tratamentos com
os fungicidas, observou-se que a producdo média foi diferente para dimoxistrobina;
boscalida e tiofanato metilico nas concentra¢des de 0,1 e 1 ppm e com 10 ppm ndo se
detectou mais producdo. Ja para o fungicida promicidona, as concentragdes de 1 e 10 ppm
foram iguais em relacdo ao nimero médio de esclerddios e ambas as concentragdes
diferiram de 0,1 ppm (Tabelas 12).

Nas concentracdes de 100 e 1000 ppm, os fungicidas, os produtos de controle
bioldgico e as misturas fungicidas com produtos de controle bioldgico inibiram 100% o
crescimento micelial do fungo e com isso ndo houve producao de esclerddios (Tabelas
12).

Tabela 12. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Muitos Capdes - RS nos meios contendo fungicidas, produtos de controle bioldgico e suas
associacOes, em diferentes concentragdes e dose.

Tratamentos Concentrac6es (ppm) / Média do nimero de esclerodios
0,1 1 10 100 1000
Controle 39,4dA 394dA 394bA - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 105bC 72cB -A - -
Fluazinam 28aB 13bA 10aA - -
Dimoxistrobina; Boscalida 102bC 10bB -A - -
Procimidona 16,1¢cB 03aA -A - -
Tiofanato-Metilico 16,5¢C 72cB -A - -

Trichoderma harzianum* - - - - .
Trichoderma asperellum* - - - - -
Bacillus subtilis* * - - - - .
Bacillus subtilis® * - - - - .
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + - - - - -
T. harzianum
Fluazinam + T. harzianum - - - - -
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Dimoxistrobina; Boscalida + T. - - - - -
harzianum
Procimidona + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. - - - - -
harzianum
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + - - - - -
T. asperellum
Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. - - - - -
asperellum
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. - - - - -
asperellum
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + - - - - -
B. subtilis!
Fluazinam + B. subtilis? - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B. - - - - -
subtilis?

Procimidona + B. subtilis! - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + - - - - -

B. subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B. - - - - -
subtilis?

Procimidona + B. subtilis? - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? - - - - -
CV% =6,9

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

1 Serenade; 2 Bio-lImune

Com os resultados obtidos da producéo de esclerédios em meio de cultura BDA,
pode-se dizer que as misturas tornaram o micélio do isolado do fungo estéril, ou seja, sem
capacidade de produzir esclerédios e isso pode ajudar na reducao do indculo inicial da
doencga no solo.

No presente trabalho, a média de producdo de esclerddios foi de 40 para o isolado
de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP, de 38,5 para Jaciara — RS e 39,4 para Muitos
Capbes — RS Capdes — RS (Tabelas 10, 11 e 12). Essa média de producéo de esclerddios
por S. sclerotiorum em meio de cultura estd dentro da média encontrada em outros
trabalhos como de Abreu (2011) e de Grabicoski (2012).

Em plantas de feijdo (VIEIRA et al., 2001), a aplicacdo do fungicida procimidone
diminuiu a quantidade de esclerddios em relacdo a testemunha. Zancan et al. (2012)
avaliaram o efeito in vitro dos fungicidas procimidona, fluazinam, fluguinconazol,
tiofanato metilico e piraclostrobina e constataram reducéo na quantidade de esclerédios
na ordem de 96%, 94%, 93% 79% e 56%, respectivamente, na concentragdo de 5 mg L-
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1 Borelli et al. (2012) relataram o bom desempenho dos fungicidas fluazinam,
procimidona e tiofanato-metilico, nas concentracdes a partir de 1 ppm, para isolado de S.
sclerotiorum do estado de S&o Paulo, na inibi¢do da producéo de esclerédios. No presente
estudo, os fungicidas fluazinam, procimidona e tiofanato-metilico reduziram ou inibiram
100% a producédo de esclerddios dos isolados de S. sclerotiorum no meio de cultura,
dependendo da concentracao.

Meyer et. al. (2011) e Campos et. al. (2011) observaram redugdo significativa na
incidéncia do mofo-branco em soja e na producédo de esclerddios nas plantas, utilizando-
se o0s fungicidas fluopiran e as misturas dimoxystrobinat+boscalida e
picoxystrobina+pentiopirade, em diferentes areas experimentais no estado de Goias. O
fungicida dimoxistrobina + boscalida (Spot) nas concentragdes de 0,1; 1,0 e 10 ppm
estimulou a producdo de esclerddios in vitro. No presente estudo, ndo se observou
estimulo na producéo de esclerddios para os trés isolados de S. sclerotiorum testados nos
meios contendo fungicidas, produtos de controle biologico a base de Trichoderma e de
Bacillus e as misturas dos fungicidas com os produtos de controle biologico.

Os produtos de controle bioldgico a base de Bacillus utilizados isoladamente ou
em associacdo com fungicidas reduziram ou inibiram 100% o crescimento micelial dos
isolados de S. sclerotiorum, mas inibiram 100% a producdo de esclerddios nas colonias.
Resultados similares foram observados no estudo de Abdullah et al. (2008), que
utilizaram in vitro os antagonistas T. harzianum e B. amyloliquefaciens sobre S.
sclerotiorum, obtido de caules infectados de berinjelas (Solanum melongena). Os
antagonistas ndo inibiram totalmente o crescimento micelial do isolado, mas impediram
100% a producao de esclerodios.

Outro estudo demonstrando a esterilizacdo do micélio de S. sclerotiorum trata-se
do uso de filtrados da bactéria Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, obtidos com 3 e 9 dias
de cultivo e diluidos a 33%, bem como os filtrados da bactéria com 6 dias de cultivo e
diluidos a 10%. Esses filtrados foram incorporados no meio BDA e observou-se que 0
isolado de S. sclerotiorum de soja ndo foi 100% inibido o seu crescimento micelial, mas
os filtrados esterilizaram o micélio do fungo e com isso ndo se detectou a producédo de
esclerodios (CHACON-OROZCO, 2018). Quando ndo ha esterilizagdo do micélio, a
producdo de esclerddios de S. sclerotiorum na presenca de antagonista é variavel, estando
este processo relacionado a agressividade de cada espécie e isolado de Trichoderma spp.
(BARDIN & HUANG, 2001; DELGADO et al., 2007; ETHUR et al., 2001; KIM &
KNUDSEN, 2009).
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5.4.3 Invitro — Sensibilidade dos isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum em meio

de cultura contendo fungicidas e misturas com produtos de controle biol6gico

Na avaliacio da sensibilidade dos isolados, o coeficiente de determinagdo (R?)
variou de 0,735 a 0,799 para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP; de 0,7549
a 0,9099 para Jaciara — MT e de 0,6665 a 0,8653 para Muitos Capdes — RS (item 4.5)

As Clso obtidas para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP
demonstraram que esse isolado foi altamente sensivel aos fungicidas utilizados
isoladamente, com valores variando de 0,1 a 0,9 ppm. A Clgo para 0 mesmo isolado e
verificando os mesmos fungicidas utilizados isoladamente variou de 0,79 a 4,27 ppm. Os
produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus inibiram 100% o
crescimento micelial do isolado e com isso ndo ha Clso. J& as misturas envolvendo os
fungicidas + produtos de controle bioldgico inibiram 80-100% o crescimento micelial do
fungo quando o fungicida foi incorporado no meio na concentragdo de 1 ppm e nas
maiores concentracdes a reducéo ja foi de 100% e assim também nédo ha Clso (Tabelas 7
e 13).

Tabela 13. Equagéo do crescimento micelial do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Pilar do Sul — SP, em meio de cultura BDA incorporado com diferentes fungicidas e
produtos de controle bioldgico utilizados isoladamente, ou em combinagdo com
diferentes concentracdes e, 0s valores de Clsoe Cls.

P i 2 ppm ppm
Tratamentos Equagdes de ajuste R (CLso) (CLss)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =0,808x + 6,34 0,7491 0,2 0,79
Fluazinam y =0,761x + 6,363 0,7971 0,1 1,78
Dimoxistrobina; Boscalida y =1,074x + 5,602 0,7674 0,2 4,27
Procimidona y =0,932x + 5,958 0,7893 0,1 2,21
Tiofanato-Metilico y =1,12x + 5,574 0,7999 0,9 2,26
Trichoderma harzianum* y = 8,09 0 - -
Trichoderma asperellum* y = 8,09 0 - -
Bacillus subtilis®* y =8,09 0 - -
Bacillus subtilis? * y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Fluazinam + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =8,09 0 - -
harzianum
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
asperellum
Fluazinam + T. asperellum y =0,392x + 7,306 0,795 - 0,21
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 8,09 0 - -

asperellum
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Procimidona + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y = 8,09 0 - -

subtilis?
Fluazinam + B. subtilis! y =0,68x + 6,73 0,765 - 0,62
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y = 8,09 0 - -
subtilis?

Procimidona + B. subtilis® y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,484x + 7,122 0,735 - 0,18

subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y =0,787x + 6,291 0,7902 - 0,97
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y = 8,09 0 - -
subtilis?
Procimidona + B. subtilis? y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y = 0,508x + 7,074 0,755 - 0,68

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biolégico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Cls, < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clg, > 50

ppm).
*Concentragdo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

As Clso para o isolado de S. sclerotiorum de Jaciara - MT mostraram que esse
isolado é também altamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com valores
variando de 0,1, 0,09 e 0,23 ppm para os produtos tiofanato-metilico; fluazinam,
fluazinam e procimidona e moderadamente sensivel para os produtos dimoxistrobina;
boscalida com 1,42 ppm e tiofanato-metilico com 1,56 ppm. A Clgs para 0 mesmo isolado
nos fungicidas utilizados isoladamente apresentaram valores variando de 2,75 (tiofanato-
metilico; fluazinam) a 13,3 (fluazinam) ppm. Os produtos de controle bioldgico a base de
Trichoderma e de Bacillus inibiram completamente o crescimento micelial do isolado e
com isso ndo h& Clso. As misturas envolvendo os fungicidas + produtos de controle
bioldgico inibiram 75-100% o crescimento micelial do fungo quando o fungicida foi
incorporado ao meio de cultura na concentracao de 1 ppm e nas maiores concentragdes a
reducdo ja foi de 100% e assim também ndo ha Clso (Tabelas 8 e 14).

Tabela 14. Equacgéo do crescimento micelial do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Jaciara— MT, em meio de cultura BDA incorporado com diferentes fungicidas e produtos
de controle biologico, utilizados isoladamente, ou em combinagcdo com diferentes
concentraces e, 0s valores de Clso e Clgs.

= ; 2 ppm ppm
Tratamentos Equacdes de ajuste R (Clss) (Clas)

Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =0,985x + 5,847 0,7944 0,1 2,75

Fluazinam y =0,815x + 5,861 0,9099 0,09 13,27

Dimoxistrobina; Boscalida y =1,963x + 3,819 0,8598 1,42 5,32

Procimidona y =1,809x + 4,281 0,7665 0,23 7,73

Tiofanato-Metilico y =1,952x + 3,852 0,7549 1,56 6,53
Trichoderma harzianum* y = 8,09 0 - -

Trichoderma asperellum* y =8,09 0 - -
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Bacillus subtilis! * y = 8,09 0 - -
Bacillus subtilis?* y = 0,562x + 6,966 0,896 - 2,41
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Fluazinam + T. harzianum y =8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =8,09 0 - -
asperellum
Fluazinam + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 8,09 0 - -
asperellum
Procimidona + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =8,09 0 - -
subtilist
Fluazinam + B. subtilis! y =0,484x + 7,122 0,845 - 1,82
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y = 8,09 0 - -
Procimidona + B. subtilis® y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,772x + 6,304 0,7702 - 1,43
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y =0,675x + 6,549 0,7919 - 1,92
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y =0,382x + 7,326 0,896 - 0,27
Procimidona + B. subtilis? y =0,675x + 6,549 0,7917 - 1,96
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y =0,382x + 7,326 0,849 - 0,29

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biol6gico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Cls, < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clg, > 50

ppm).
*Concentragdo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

As Clso para o isolado de S. sclerotiorum de Muito Capdes - RS demonstraram
que esse isolado foi altamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com
valores variando de 0,04 a 0,83 ppm e moderadamente sensivel para o fungicida tiofanato-
metilico com 8,6 ppm. A Clgs para 0 mesmo isolado nos fungicidas utilizados
isoladamente apresentaram valores variando de 3,9 a 19,9 ppm. Os produtos de controle
bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus inibiram completamente o crescimento
micelial do isolado e com isso ndo ha Clso. As misturas envolvendo os fungicidas +
produtos de controle bioldgico inibiram 75 a 100% o crescimento micelial do fungo,
quando o fungicida foi incorporado no meio nas concentragdes de 1 e 10 ppm e nas
concentracdes de 100 e 1000 ppm a reducéo foi de 100% e assim também ndo foi possivel
obter a Clso (Tabelas 9 e 15).

Tabela 15. Equacgéo do crescimento micelial do isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Muitos Capdes — RS, em meio de cultura BDA incorporado com diferentes fungicidas e
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produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente, ou em combinacdo com
diferentes concentracdes e, os valores de CLso € CLgs.

Equac0es de ) ppm  ppm
Tratamentos ajuste R (Clss) (Clss)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =0,899x + 6,057 0,799 0,22 4,77
Fluazinam y=0,723x + 6,041 0,8653 0,04 12,14
Dimoxistrobina; Boscalida y=1,919x+3951 0,7385 0,83 16,35
Procimidona y=1,809x + 4,281 0,6665 0,58 3,89
Tiofanato-Metilico y =2,015x+ 3,663 0,779 8,61 19,89
Trichoderma harzianum* y = 8,09 0 - -
Trichoderma asperellum* y = 8,09 0 - -
Bacillus subtilis! * y = 8,09 0 - -
Bacillus subtilis? * y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum y =8,09 0 - -
Fluazinam + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum y =8,09 0 - -
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum y =8,09 0 - -
Fluazinam + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum y =8,09 0 - -
Procimidona + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilist y=0,744x + 6,36  0,8585 - 2,54
Fluazinam + B. subtilis! y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y=0,382x + 7,326  0,7569 - 0,82
Procimidona + B. subtilis! y=0,382x+7,326 0,745 - 0,82
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® y=0,382x+7,326 0,789 0,82
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? y = 8,09 0 - -
Fluazinam + B. subtilis? y =0,709x + 6,065 0,8509 - 11,01
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y =8,09 0 - -
Procimidona + B. subtilis? y =0,769x + 6,335 0,7921 - 1,36
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y=0,76x+ 6,328 0,7656 - 4,82

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle bioldgico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Clg, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clgy > 50

ppm).
*Concentracao de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

A Clsg, isto é, a concentracdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do
crescimento micelial constitui um valor particular para cada fungicida, para um
determinado fungo. Quanto mais baixa for a Clso, maior sera a capacidade fungitoxica do
produto (REIS et al., 2007). Com isso, a Clsp também constitui uma referéncia para
monitorar a resisténcia de patégenos a fungicidas, tendo em vista identificar, ao longo
dos anos, se houve a perda da sensibilidade por parte do fungo a um determinado
fungicida (DE ROSSI et al., 2015).

De acordo com os dados do presente estudo, o fungicida tiofanato-metilico deve
ser monitorado no campo para o controle do isolado de Jaciara — MT e Muitos Capdes —
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RS, pois as Clso obtidas indicam que esses isolados estdo moderadamente sensiveis aos
fungicidas e podem se tornar pouco sensiveis aos mesmos.

Trabalhos envolvendo a sensibilidade de isolados de S. sclerotiorum ao fungicida
fluazinam comprovam a sua eficiéncia. A concentracéo de 0,1 mg L™ foi capaz de reduzir
o crescimento micelial de isolados do patdgeno S. sclerotiorum, de feijdo, em mais de
80% (GARCIA etal., 2012; PAULA JUNIOR et al., 2009). A inibico do crescimento de
S. minor e de S. sclerotiorum foi superior a 80% com fluazinam na concentracdo de 0,01
mg L (MATHERON; PORCHAS, 2004). Komyoji et al. (1995) observaram Cls; € Clgg
de fluazinam inferioresa0,1 mg L-1 paraS. sclerotiorum, além de verificarem seu efeito
fungitoxico a diversas outras espécies de fungos. No presente estudo, o fungicida
fluazinam apresentou Clsy para os trés isolados de S. sclerotiorum, variando de 0,1 até no
méaximo 0,9 ppm. Esse ingrediente foi altamente fungitoxico, demonstrando eficiéncia no
controle do fungo.

Lehner (2015) avaliou 31 isolados de S. sclerotiorum de diversas culturas (soja,
feijdo, girassol, cenoura e couve) e constatou alta sensibilidade ao fungicida tiofanato
metilico, com valores de Clso variando de 0,38 ug / mL a 2,23 ug / mL. FIGUEIREDO et
al. (2010) observaram reducdo do crescimento micelial de S. Sclerotiorum na
concentragdo de 1 mg L, quando utilizaram o fungicida tiofanato-metilico e inibigio
completaa 10 mg L. Outros estudos mostraram inibicdo de 50% do crescimento micelial
de S. sclerotiorum com a concentragéo de 2,2 mg L de tiofanato metilico (MUELLER
etal., 2002.) No presente estudo, o valor da Clso do tiofanato-metilico foi de 0,9 ppm para
o0 isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul, de 1,56 ppm para o de Jaciara — MT e de
8,61 ppm para Muito Capdes — RS (Tabelas 13, 14 e 15). Diante disto, os isolados de S.
sclerotiorum testados no presente estudo foram moderadamente sensiveis ao fungicida
tiofanato metilico e ndo demonstraram ser resistentes ao ingrediente ativo, porém o0s
isolados de Jaciara— MT e Muito Capdes — RS devem ser monitorados caso esse fungicida
seja aplicado continuamente.

Os valores de Clsg e Clos obtidos neste estudo demonstram que os fungicidas, o0s
produtos de controle bioldgico e as misturas (fungicida + produto de controle biologico)

foram eficientes no controle in vitro de S. sclerotiorum.

5.5. In vivo - Efeito dos produtos e suas misturas na severidade da doenga, na

producédo de esclerodios e na avaliacdo da sensibilidade destes sobre os
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isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum

5.5.1. Invivo - Inibicdo da severidade da doenga, causada pelos isolados do fungo

Sclerotinia sclerotiorum, em folhas destacadas de soja

Os isolados de S. sclerotiorum avaliados causaram 100% de severidade da doenca
nas testemunhas. Nas Tabelas 16, 17 e 18 estdo apresentados os resultados das avaliagdes,
apos sete dias da inoculacdo dos discos de BDA contendo micélio de cada isolado do
fungo, nas folhas destacadas de soja (Tabela 16 e Figura 16).

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP e na concentracdo
de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram baixas porcentagens de
inibicdo na severidade da doenca, em comparacdo com 0s outros tratamentos. Os
fungicidas fluazinam, dimoxistrobina; boscalida, procimidona e tiofanato-metilico nao
apresentaram nenhuma inibicdo da severidade da doenca.  Na mistura envolvendo
fungicidas com produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma, o produto T.
harzianum foi melhor que T. asperellum no controle da doenca. O produto com T.
harzianum com os fungicidas controlaram 100% a severidade da doenca causada pelo
isolado, enquanto T. asperellum mais fungicidas apresentaram percentuais de severidade
de 82% até 100%. J& nas misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de
Bacillus, a maioria ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenga,
destacando-se o fungicida tiofanato-metilico + B. subtilis (92%) com a melhor inibicdo
da doenga. Ja nas misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus,
também a maioria ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca, destacando-
se o fungicida dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis (98%) que apresentou a melhor
porcentagem de inibicao da severidade da doenca (Tabela 16 e Figura 16).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm ndo inibiram a severidade do isolado nas folhas (Tabela 16).

Na concentragdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram,
novamente, baixos percentuais de inibicdo da doenca em comparagdo com outros
tratamentos. Na mistura envolvendo fungicidas com produtos de controle biol6gico a base
de Trichoderma, o produto que ndo apresentou 100% de inibigéo da severidade da doenca
foi tiofanato-tetilico; fluazinam + T. asperellum (89%) e fluazinam + T. asperellum
(98%). Vale ressaltar que as misturas de fungicidas envolvendo o produto a base de T.

harzianum controlou 100% a severidade da doenca causada pelo isolado do fungo. J& nas
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misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, os produtos que nédo
apresentaram 100% de inibicdo da severidade da doenca foram tiofanato-metilico;
fluazinam + B. subtilis (80%), dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis (36%) e
procimidona + B. subtilis (46%). Ja nas misturas de fungicidas com o produto Bio-
Imune® a base de Bacillus, a maioria ndo apresentou 100% de inibic¢ao da severidade da
doenca, destacando-se o fungicida dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis que apresentou
total inibicdo da severidade da doenca nas folhas (Tabela 16 e Figura 16).

Na concentracdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
baixos percentuais de inibicdo em compara¢do aos demais tratamentos. As misturas
envolvendo fungicidas com produtos de controle bioldgico ndo apresentaram diferencas
entre si, todas inibiram 100% a severidade da doenga causada pelo isolado nas folhas de
soja. Vale ressaltar que as misturas envolvendo fungicidas e Bacillus até entdo ndo tinham
inibido completamente a severidade da doenca e isso sG ocorreu nessa concentragao
(Tabela 16 e Figura 16).

Nas concentrac¢des de 100 e 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas
com produtos de controle bioldgico ndo apresentaram diferencas entre si, todos inibiram
100% a severidade da doenca causada pelo isolado nas folhas (Tabela 16 e Figura 16).

Tabela 16. Porcentagem de inibicdo da severidade da doenca do isolado de Sclerotinia
sclerotiorum, de Pilar do Sul — SP, em folhas de soja destacadas, propiciada pela aplicagéo
de fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em
combinagéo, com diferentes concentragdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentracdes (PPM) / (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 12iD 84dC 92bB 100a A 100a A
Fluazinam OmD 25jC 48fB 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida ompD 28iC 81dB 100aA  100aA
Procimidona ompD 32hC 89cB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico omD 18IC 63eB 100aA 100a A

Trichoderma harzianum* - - - - ObA

Trichoderma asperellum* - - - - ObA

Bacillus subtilis * - - - - 0bA

Bacillus subtilis? * - - - - ObA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 100aA 100aA 100a A 100a A 100a A

Fluazinam + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum  100aA 100aA 100aA 100a A 100a A
Procimidona + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 89eC 98cB 100aA 100a A 100a A
Fluazinam + T. asperellum 82fB 100aA 100aA 100a A 100a A

Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum  94cB 100aA 100aA 100a A 100a A
Procimidona + T. asperellum 98bB 100aA 100aA 100a A 100a A
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Tiofanato-Metilico + T. asperellum 100a A 100aA 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis' 1gpc 80eB 100aA 100a A 100a A
Fluazinam + B. subtilis? 17hc 100aB 100aA 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis* 7jC 36gB 100aA 100a A 100a A
Procimidona + B. subtilis 51C 46fB 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 92dB 100aA 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis®  5g gc 99bB 100aA 100a A 100a A
Fluazinam + B. subtilis? 20hc 8leB 100aA 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 9gsppB 100aA 100aA 100a A 100a A
Procimidona + B. subtilis? 55gc 80eB 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 18hc 85dB 100aA 100a A 100a A
CV% = 6,76

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

! Serenade; ? Bio-Imune
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Figura 16. Associacao dos produtos quimicos e biol6gicos na inibicdo da severidade da doenca e produgéo
de escleroddios do isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Pilar do Sul — SP em folhas de soja, nas diferentes
concentragdes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 ppm). A) Tiofanato-Metilico; Fluazinam. B) Dimoxistrobina;
Boscalida + T. harzianum. C) Tiofanato-Metilico + B. subtilis®. D) Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis®.
! Serenade; ? Bio-Imune

No isolado de S. sclerotiorum de Jaciara — MT e na concentracdo de 0,1 ppm, 0s
fungicidas utilizados isoladamente apresentaram o0s menores percentuais de inibi¢do da
severidade da doenca em comparacdo com o0s demais tratamentos. Os fungicidas
tiofanato-metilico; fluazinam, dimoxistrobina; boscalida e procimidona ndo apresentaram
nenhuma inibicdo da severidade da doenca (Tabela 17 e Figura 17).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm ndo foram eficazes e, consequentemente, ndo inibiram a
severidade da doenca (Tabela 17 e Figura 17).

Na mistura envolvendo fungicidas na concentracédo de 0,1 ppm com produtos de
controle biologico a base de Trichoderma, somente o produto tiofanato-metilico com a
espécie T. asperellum (88%) ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca.
J& nas misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, a maioria ndo
apresentou 100% de inibicéo da severidade da doenca, destacando-se apenas o fungicida
procimidona + B. subtilis que apresentou 100% porcentagem de inibicdo da severidade
da doenca. As misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus
apresentaram 0s menores percentuais de inibicdo da severidade da doenga comparado
com as misturas envolvendo fungicidas com outros produtos de controle bioldgico
(Tabela 17 e Figura 17).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram,
novamente, baixos percentuais de inibicdo da doenga em comparagdo com 0S outros
tratamentos. As misturas envolvendo fungicidas com produtos de controle biolégico a
base de Trichoderma apresentaram 100% de inibicdo da severidade da doenca, ou seja,
ndo houve diferenca entre os produtos e, consequentemente, entre as espécies de
Trichoderma. Ja as misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus,
0s produtos que ndo apresentaram 100% de inibicdo da severidade da doenca foram
tiofanato-metilico; fluazinam + B. subtilis (95%), fluazinam + B. subtilis (88%),
dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis (87%) e tiofanato-metilico + B. subtilis (93%). A
maioria das misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus nédo
apresentaram 100% de inibicdo da severidade da doenca, destacando-se apenas o
fungicida dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis (92%) que apresentou a melhor
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porcentagem de inibicao da severidade da doenca (Tabela 17 e Figura 17).

Na concentracdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibicdo em comparacdo com os demais tratamentos. As
misturas envolvendo fungicidas com produtos de controle biolégico a base de
Trichoderma apresentaram 100% de inibi¢&o da severidade da doenga. J& nas misturas de
fungicidas com o produto Serenade® a base de Bacillus, o produto que ndo apresentou
100% de inibic&o da severidade da doenca foi fluazinam + B. subtilis (98%). As misturas
de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus ndo apresentaram total
inibicdo da severidade da doenga, com exce¢édo do fungicida dimoxistrobina; boscalida +
B. subtilis que apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca (Tabela 17 e Figura
17).

Na concentragdo de 100 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas com
produtos de controle biolégico ndo apresentaram diferencas entre si, todos inibiram 100%
a severidade da doenca causada pelo isolado de S. sclerotiorum de Jaciara — MT. Vale
ressaltar que nessa concentracéo foi a primeira vez que as misturas envolvendo fungicidas
+ produtos a base de Bacillus controlaram a severidade da doenca causada pelo isolado
do fungo (Tabela 17 e Figura 17).

Nas concentracdes de 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas com
produtos de controle bioldgico nao apresentaram diferencas entre si, todos inibiram 100%

da severidade da doencga (Tabela 17 e Figura 17).

Tabela 17. Porcentagem de inibicdo da severidade da doenca do isolado de Sclerotinia
sclerotiorum, de Jaciara — MT, em folhas de soja destacadas, propiciada pela aplicagédo
de fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em
combinagéo, com diferentes concentragdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentracoes (PPM) / (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 0jD 27jC 55gB 100aA 100aA
Fluazinam 5iD 48hC 90dB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida 5iD 33iC 95¢cB 100aA 100a A
Procimidona 0jD 46hC 8dB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico 0jE 23ID  60fC 95bB 100aA

Trichoderma harzianum* - - - - ObA

Trichoderma asperellum* - - - - 0ObA

Bacillus subtilis®* - - - - ObA

Bacillus subtilis? * - - - - ObA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 100 a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Fluazinam + T. harzianum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Procimidona + T. harzianum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
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Tiofanato-Metilico + T. harzianum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Fluazinam + T. asperellum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Procimidona + T. asperellum 100a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 88 b B 100aA 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilist 78¢cC 95bB 100aA 100aA 100aA
Fluazinam + B. subtilis* 54dD 88cC 98bB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 55d C 87c¢cB 100aA 100aA 100aA
Procimidona + B. subtilis® 100 a A 100aA 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis* 55dC 93bB 100aA 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 28fD 67eC 93cB 100aA 100aA
Fluazinam + B. subtilis? 10hD 53gC 88dB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 55dD 92bC 100aA 100aA 100aA
Procimidona + B. subtilis? 209D 58fC 85eB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 33eD 74dC 88eB 100aA 100aA
CV%= 711

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

! Serenade; ? Bio-Imune
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10 pl;m C

Figura 17. Associacao dos produtos quimicos e bioldgicos na inibicao da severidade da doenca e producao
de esclerddios do isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Jaciara — MT, em folhas de soja descatadas, nas
diferentes concentragdes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000ppm). A) Fluazinam. B) Tiofanato-metilico. C) Tiofanato-

Metilico; Fluazinam + B. subtilis'. D) Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis. ! Serenade; ? Bio-Imune.

Na analise do isolado de S. Sclerotiorum de Muitos Capbes — RS e na
concentracdo de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram 0s menores
percentuais de inibicdo da severidade da doenca em comparacdo com 0S Outros
tratamentos. Os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam, dimoxistrobina; boscalida,
procimidona e tiofanato-metilico ndo apresentaram nenhuma inibicdo da severidade da
doencga (Tabela 18 e Figura 18).

Os produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentragdo de 1000 ppm ndo impediram a severidade da doenga causada pelo isolado
do fungo (Tabela 18 e Figura 18).

Na mistura envolvendo fungicidas na concentragdo de 0,1 ppm com produtos de
controle bioldgico a base de Trichoderma, os unicos produtos que ndo apresentaram
100% de inibicdo da severidade da doenca foram tiofanato-metilico; fluazinam + T.
harzianum (91%) e fluazinam + T. asperellum (10%). As misturas de fungicidas com o
produto Serenade® a base de Bacillus ndo apresentaram 100% de inibigdo da severidade
da doenca. Ja as misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune® a base de Bacillus
apresentaram 0s menores percentuais de inibicdo da severidade da doenca comparado
com as misturas envolvendo fungicidas com outros produtos de controle bioldgico. As
misturas fluazinam + B. subtilis (Bio-Imune®) e tiofanato-metilico + B. subtilis (Bio-

Imune®) néo apresentaram nenhuma inibicdo da severidade da doenca (Tabela 18 e
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Figura 18).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
baixos percentuais de inibicdo em comparagdo com 0s outros tratamentos. Na mistura
envolvendo fungicidas com produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma, o
Unico que ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenga foi fluazinam + T.
asperellum (53%). Ja nas misturas de fungicidas com o produto Serenade® a base de
Bacillus, o produto que ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca foi
apenas o fluazinam + B. subtilis (53%). Ja nas misturas de fungicidas com o produto Bio-
Imune® a base de Bacillus, somente os fungicidas dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis
e procimidona + B. subtilis que apresentaram 100% de inibicéo da severidade da doenca.
Vale ressaltar aqui que a espécie T. harzianum e o produto Serenade® se mostram
melhores que os outros (Tabela 18 e Figura 18).

Na concentracdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram,
novamente, 0s menores percentuais de inibicdo em comparacdo com 0S outros
tratamentos. Na mistura envolvendo fungicidas com produtos de controle biologico a base
de Trichoderma, o Unico que ndo apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca
foi fluazinam + T. asperellum (93%). J& nas misturas de fungicidas com o produto
Serenade® a base de Bacillus, o produto que ndo apresentou 100% de inibicdo da
severidade da doenca foi fluazinam + B. subtilis (82%). A maioria das misturas de
fungicidas com o produto Bio-Imune® & base de Bacillus ndo apresentou 100% de
inibicdo da severidade da doenca, com excec¢édo do fungicida dimoxistrobina; boscalida +
B. subtilis que foi o Unico que apresentou 100% de inibicdo da severidade da doenca
(Tabela 18 e Figura 18).

Na concentracdo de 100 ppm, os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam (98%)
e tiofanato-metilico (94%) apresentaram 0s menores percentuais de inibicdo da
severidade da doenga em comparagdo com os outros fungicidas e demais tratamentos. As
misturas de fungicidas com produtos de controle biolégico apresentaram 100% de
inibicdo da severidade da doenca (Tabela 18 e Figura 18).

Na concentracdo de 1000 ppm, os fungicidas e as misturas de fungicidas com
produtos de controle biolégico ndo apresentaram diferencas entre si, todos inibiram 100%
da severidade da doenca causada pelo isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capdes - RS
(Tabela 18 e Figura 18).
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Tabela 18. Porcentagem de inibicdo da severidade da doenca do isolado de Sclerotinia
sclerotiorum, de Muito Capbes — RS, em folhas de soja destacadas, propiciada pela
aplicacdo de fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em
combinagéo, com diferentes concentragdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentrac6es (PPM) / PIC (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam OlE 14iD 44fC 98bB 100a A
Fluazinam 2jD 27hC 88cB 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida 0ID 30gC 93phB 100 a A 100 a A
Procimidona 01D 35eC 67eB  100aA  100aA
Tiofanato-Metilico 0lE 16iD 43fC 94cB 100a A

Trichoderma harzianum* _ - - - 0ObA

Trichoderma asperellum* - - - - ObA

Bacillus subtilis® * - - - - ObA

Bacillus subtilis? * - - - - ObA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 91 ¢ B 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA

Fluazinam + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100 aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. harzianum 100aA 100aA 100aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 100 aA 100 aA 100 aA 100aA 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum100aA 100aA 100aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + T. asperellum 10iD 53dC 93bB 100 aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis' g3 4B 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Fluazinam + B. subtilis! 27fD 53dC 82dB 100 aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis®  gg ¢ B 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis® 52¢C 93bB 100 aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 90¢cB 100 aA 100 aA 100 aA 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis>® 21 h D 52dC 92bB 100 aA 100 a A
Fluazinam + B. subtilis? 01D 32fC 88cB 100 aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis> g5 B 100 aA 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + B. subtilis? 24gC 50cB  100aA 100 aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 01D 29gC 67eB 100 aA 100 a A
CV%= 6,51

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentragdo de 1000 ppm.

! Serenade; ? Bio-Imune
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1ppm B

1000 ppm D

Figura 18. Associagdo dos produtos quimicos e bioldgicos na inibigéo da severidade da doenca e producao
de esclerodios do isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Muitos Capdes-MT, em folhas de soja destacadas,
nas diferentes concentragdes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000ppm). A) Fluazinam. B) Dimoxistrobina; Boscalida.
C) Fluazinam + T. Asperellum?. D) Tiofanato-Metilico + B. subtilis?.

1 Serenade; 2 Bio-lmune

Ensaio com folhas destacadas foi utilizado por Pratt e Rowe (1995) para inocular
S. sclerotiorum em alfafa, e em folhas de soja por Chun et al. (1987); Kim et al. (2000),
Kull et al. (2003), Garcia (2008), e entre outros. Esse método apresenta a vantagem de
permitir a avaliacdo de muitos gendtipos rapidamente sem precisar utilizar uma plantula
ou planta adulta.

Lehner et al. (2015) compararam o método da folha destacada e da ponteira
(processo no qual corta-se plantas a um centimetro acima do no cotiledonar, e inocula-se

e fixa discos de micélio do fungo com auxilio de ponteiras de 200uL na haste seccionada)
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na avaliacdo da agressividade de isolados de S. sclerotiorum provenientes de plantas de
feijdo, e concluiram que a agressividade do fungo foi igual nos dois métodos.

Wegulo et al. (1998) testaram inumeros métodos de inoculacdo do fungo S.
sclerotiorum em casas-de-vegetacdo, incluindo inoculagdo de folhas, caules e folhas
destacadas com micélio, e a resposta de caules destacados ao acido oxalico. Eles
demonstraram que a inoculacéo de folhas destacadas, niveis de pigmentacdo do caule na
solucdo de acido oxalico, tem maior correlacdo com resultados do campo, embora a
repetibilidade dos experimentos seja baixa e as correlagdes de valor intermediéario ndo
foram significativas.

Grabicoski (2012) avaliou 57 isolados do fungo S. sclerotiorum de soja utilizando
0 método de inoculacdo em trifélio e constatou maior diferenca significativa entre os
isolados e menor variabilidade entre as repeticdes, sendo, portanto, superior ao método
de inoculacdo na haste. Diante do exposto, concluiram que o método de inoculacéo de
micélio do fungo S. sclerotiorum em folha trifdlio de soja destacada apresentou a maior
correlacédo entre ambiente controlado e campo.

Cardoso et al. (2015) avaliaram a eficiéncia de fungicidas no controle do mofo
branco na cultura da soja, e obtiveram resultados satisfatérios na reducdo da severidade
da doenca com o uso de fungicidas tiofanato-metilico, procimidona e fluazinam, 0 mesmo
resultado obtido por Meyer et al. (2015) na cultura da soja e Aguiar (2011) nas culturas
do tomate e feijdo com o S. sclerotiorum (VENEGAS; SAAD, 2010).

Berger (2015) verificou o uso de diferentes fungicidas no controle de S.
sclerotiorum na cultura da canola e da soja e constatou que o fungicida procimidona
(sistémico) foi superior ao fluazinam (protetor) e reduziu a producao de esclerodios, que
seriam adicionados ao solo.

Oliveira et al. (1994), visando selecionar fungicidas potencialmente eficientes no
controle de S. sclerotiorum, verificaram que os fungicidas vinclozolim, procimidona,
carbendazim, benomil e procloraz apresentaram total inibi¢do do crescimento micelial do
fungo a partir de 1 ppm de ingrediente ativo. Fluazinam e tebuconazol tiveram o mesmo
comportamento dos demais fungicidas a partir de 10 ppm. Trifenil hidroxido de estanho
e pririmetanil somente proporcionaram 100% de inibigdo micelial de S. sclerotiorum na
concentracdo de 100 ppm. Fluguinconazol foi o Gnico que propiciou crescimento micelial
em todas as doses testadas, porém diferindo da testemunha.

No presente trabalho, os fungicidas tiofanato-metilico, procimidona e fluazinam

propiciaram as menores porcentagens de inibicdo da severidade da doenca causada por
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isolados de S. sclerotiorum de soja. Os fungicidas fluazinam e procimidona apresentaram
100% de inibicdo no crescimento micelial dos isolados de S. sclerotiorum, a partir da
concentracdo de 100 ppm. Tiofanato-metilico controlou 100% a doenca em folhas de soja
causada pelos isolados Jaciara — MT e Muitos CapGes - RS somente na concentracdo de
1000 ppm (Tabela 17 e 18). Esses resultados demonstram desacordo com os dados
obtidos por Oliveira et al. (1994).

Mehta et al. (2012) obtiveram resultados satisfatérios no controle do mofo branco
com o tratamento a base de Trichoderma harzianum. Os autores relataram uma redugédo
linear do crescimento micelial e da producdo de apotécio de S. sclerotiorum, além de
reduzir o comprimento da lesdo e a incidéncia da doenca quando aplicado
simultaneamente ou sete dias antes da inoculacdo do patogeno sob condicbes de casa de
vegetacao.

Gao et al. (2014) avaliaram a aplicacdo da bactéria B. subtillis no controle de S.
sclerotiorum, e obtiveram reducéo da podrid&o do caule na cultura da canola em 50- 70%.
Os autores observaram via microscopia de varredura que a estirpe avaliada causou
vazamento e inchago de citoplasma de hifas e subsequente desintegracéo e colapso da
célula do fungo. O mesmo resultado foi relatado por Hu et al. (2014), que aplicaram B.
subtillis e demostraram supressao no crescimento do fungo S. sclerotiorum, em campos
de canola na China.

No presente estudo e em ensaio in vivo, produtos biolégicos a base de
Trichoderma e de Bacillus mostraram-se eficientes no controle do mofo branco causado
por isolados de S. sclerotiorum em folhas destacadas de soja quando associados aos
fungicidas, destacando-se Trichoderma + fungicidas, que apresentaram as melhores
porcentagens de inibicdo da severidade da doenca. Vale destacar que os produtos a base
de Trichoderma e de Bacillus, quando utilizados isoladamente, mostraram-se ineficazes

no controle de S. sclerotiorum da soja, em folhas destacadas de soja.

5.5.2. In vivo — Producéo de esclerodios em folhas destacadas por isolados do

fungo Sclerotinia sclerotiorum

A formacdo de esclerddios ocorreu ap6s 10 dias da inoculacdo e a avaliacdo no
15° dia. O nimero médio de esclerddios produzidos em folhas destacadas pelos isolados
de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP, Jaciara— MT, Muitos Capdes — RS no tratamento

controle foram de 13,3; 13 e 12,3 respectivamente (Tabela 19, 20 e 21). Dados
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semelhantes foram encontrados por Abreu (2011), cuja producdo de esclerédios variou
de 4 a 12 dias para a formacdo do primeiro esclerddio. Os isolados avaliados por
Grabicoski (2012) foram mais lentos para formacdo de esclerddios e o tempo médio
variou de 12 a 15 dias.

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP e na concentragédo
de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente, apesar de nao inibirem a severidade
da doenca, reduziram o nimero de esclerédios em relacéo ao tratamento controle (Tabelas
19).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm ndo impediram a producdo de esclerodios. As duas espécies
Trichoderma e Bacillus subtillis (Serenade) foram iguais entre si, sequido de B. subtillis
(Bio-Imune) deferindo da testemunha, propicionou maior producdo de esclerodios
(Tabelas 19).

Na concentracdo de 0,1 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos de
controle bioldgico a base de Trichoderma causaram 100% de inibi¢do da producéo de
esclerddios, independentemente do produto utilizado, ou seja, ambas as espécies de
Trichoderma foram eficientes. Nas misturas de fungicidas e o produto Bio-Imune® (B.
subtilis) constataram-se formacGes de esclerddios, principalmente para tiofanato-
metilico; fluazinam + B. subtilis (1,7), fluazinam + B. subtilis (1,7), dimoxistrobina;
boscalida + B. subtilis (1,8) e procimidona + B. subtilis (1,3), que foram iguais entre si,
com menor producdo de esclerddios dentre os tratamentos mas diferenciando-se da
testemunha. Para as misturas fungicidas + Serenade® constatou-se alta eficiéncia em
todas as concentragbes, ou seja, as misturas impediram totalmente a formacdo de
esclerddios do fungo (Tabelas 19).

Na concentragédo de 1 ppm, os fungicidas aplicados isoladamente como tiofanato-
metilico; fluazinam inibiram a producdo de esclerddios, assim como as misturas
envolvendo fungicidas + produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de
Bacillus também propiciaram 100% de inibicdo da producao de esclerddios (Tabelas 19).

Na concentracdo de 10 ppm, somente o fungicida tiofanato-metilico utilizado
isoladamente propiciou-se a producdo de esclerédios (1,3). Constatou-se 100% de
inibicdo da producédo de esclerédios nas misturas envolvendo fungicidas + produtos de
controle bioldgico a base de Trichoderma e Bacillus (Tabelas 19).

Nas concentrac6es de 100 e 1000 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente e as

misturas envolvendo fungicidas + produtos de controle biol6gico a base de Trichoderma
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e Bacillus inibiram totalmente o desenvolvimento da doenca e consequentemente a

producéo de esclerddios (Tabelas 19).

Tabela 19. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Pilar do Sul - SP em folhas destacadas contendo fungicidas, produtos de controle
bioldgico e suas associagdes, em diferentes concentragoes.

Tratamentos Concentragdes (ppm) / Média do namero de esclerddios
0,1 1 10 100 1000
Controle 133eA 133cA 133bA - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 38bB OaA OaA 0aA OaA
Fluazinam 52¢C 18aB 0aA 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida 40bC 18aB OaA 0aA OaA
Procimidona 38bC 22bB 0aA 0aA 0aA
Tiofanato-Metilico 75dD 15aB 13aB 0aA 0aA
Trichoderma harzianum* - - - - 27bA
Trichoderma asperellum* - - - - 25bA
Bacillus subtilis* * - - - - 25bA
Bacillus subtilis? * - - - - 53cA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. - - - - -
harzianum

Fluazinam + T. harzianum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum - - - - -
Procimidona + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. - - - - -
asperellum
Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum - - - - -
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? - - - - -
Fluazinam + B. subtilis! - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis® - - - - -
Procimidona + B. subtilis? - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! - - - - -

Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 1,7aB 0aA 0aA 0aA 0aA
Fluazinam + B. subtilis? 1,7aB OaA 0OaA 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 1,8aB 0aA 0aA 0aA 0aA
Procimidona + B. subtilis? 1,3aB 0aA 0aA 0aA 0aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? - - - - -
CV % =5,58

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentragdo de 1000 ppm.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Jaciara— MT e nas concentracdes 0,1,
1 e 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente reduziram o nimero de esclerddios
produzidos em relagdo ao tratamento controle (Tabelas 20). Nas concentrag¢des de 100 e

1000 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente impediram a producdo de esclerédios
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(Tabelas 20).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm propiciaram producdo de esclerddios mas diferenciaram-se
entre si quanto ao namero. Isoladamente, o produto Bio-Imune® a base de Bacillus
propicionou a maior produgéo de esclerddios (Tabelas 20).

Na concentracéo de 0,1 ppm, houve 100% de inibicéo da producao de esclerédios
nas misturas envolvendo fungicidas + produtos de controle bioldégico a base de
Trichoderma, independentemente do produto utilizado. Ja para o produto Serenade®
(Bacillus subtilis), houve formacao de esclerddios para a mistura envolvendo o fungicida
fluazinam (2,5). Para o segundo produto (Bio-Imune®), houve formacéo de esclerodios
para as misturas envolvendo o fungicida tiofanato-metilico; fluazinam + B. subtilis? (4,2),
fluazinam + B. subtilis? (5,8), procimidona + B. subtilis? (6,2) e tiofanato-metilico + B.
subtilis? (5,5) (Tabelas 20).

Na concentracdo de 1 ppm, houve formacdo de esclerodios para as misturas
envolvendo tiofanato-metilico; fluazinam + Bio-Imune® (B. subtilis?) (1,3), fluazinam +
B. subtilis? (2,2), procimidona + B. subtilis? (2) e tiofanato-metilico + B. subtilis? (1,3)
(Tabelas 20).

Nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ppm, as misturas envolvendo fungicidas +
produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e Bacillus inibiram 100% a
producdo de esclerddios. Vale ressaltar que nas concentracdes de 100 e 1000 ppm, 0s
fungicidas utilizados isoladamente também impediram totalmente a formacdo de
esclerédios do fungo. Outro fato é que produto Bio-Imune®+fungicidas s6 impediu
totalmente a formacdo de esclerodios, quando os fungicidas foram aplicados na

concentracdo de 10 ppm (Tabelas 20).

Tabela 20. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Jaciara- MT em folhas destacadas contendo fungicidas, produtos de controle bioldgico e
suas associacgoes, em diferentes concentragoes.

Tratamentos Concentracoes (ppm) / Média do nimero de esclerodios
0,1 1 10 100 1000
Controle 13g A 13eA 13dA - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 8,7fD 32cC 10bB 0aA 0OaA
Fluazinam 9,0fD 23bC 15cB 0aA 0OaA
Dimoxistrobina; Boscalida 6,8eD 37dC 1,3¢cB 0aA 0aA
Procimidona 55¢cD 25bC 0,3aB 0OaA 0OaA

Tiofanato-Metilico 6,2dD 23bC 15cB 0aA OaA
Trichoderma harzianum* - - - - 72CA



Trichoderma asperellum* - - - - 75CcA
Bacillus subtilis' * - - - - 6,2b A
Bacillus subtilis? * - - - - 8,7dA

Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum - - - - -
Fluazinam + T. harzianum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum - - - - -
Procimidona + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Fluazinam + T. asperellum - - - - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum - - - - -
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis! - - - - -
Fluazinam + B. subtilis! 25aB 0aA 0aA 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! - - - - -
Procimidona + B. subtilis! - - - - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilist -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 42bC 1,3aB OaA 0aA OaA

Fluazinam + B. subtilis? 58cC 22bB 0aA 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? - - - - -
Procimidona + B. subtilis? 6,2dC 20bA 0aA 0aA 0aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 55cC 1,3aB OaA OaA OaA
CV % =8,01

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno \x/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracao de 1000 ppm.

! Serenade; 2 Bio-Imune

Na andlise do isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capbes — RS e nas
concentracfes 0,1, 1 e 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente reduziram o numero
de esclerddios em relagdo ao tratamento controle (Tabelas 18 e 21). Nas concentragdes
de 100 e 1000 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente bloquearam totalmente a
producéo de esclerddios (Tabelas 21).

Houve producdo de esclerédios nos tratamentos com produtos de controle
biologico a base de Trichoderma e Bacillus na concentragdo de 1000 ppm, mas
diferenciaram-se entre si quanto ao nimero. Isoladamente, o produto Trichodermil® a
base de T. harzianum propicionou menor producdo de esclerddios (Tabelas 21).

Na concentracdo de 0,1 ppm e verificando Trichoderma + fungicidas, houve
producdo de esclerédios somente na mistura envolvendo o produto fluazinam + T.
asperellum (4,7). J& para a mistura envolvendo fungicidas + Serenade® (Bacillus
subtilisi)®, houve formagcéo de esclerddios nas misturas com fluazinam + B. subtilis* (3,7)
e procimidona + B. subtilis® (3,7). Na mistura envolvendo fungicidas + Bio-Imune® (B.
subtilis?) houve formagcéo de esclerdédios com tiofanato-metilico;fluazinam + B. subtilis?

(5,3), fluazinam + B. subtilis? (6,7), procimidona + B. subtilis? (6) e tiofanato-metilico +
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B. subtilis? (Tabelas 21).

Na concentracdo de 1 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos de
controle biolégico a base de Trichoderma impediram a producédo de escleréddios. Ja para
as misturas de fungicidas + Serenade® (Bacillus subtilis)* houve formagcao de esclerodios
somente com o fluazinam + B. subtilis® (1,3). Na mistura envolvendo fungicidas + Bio-
Imune® (B. subtilis?) houve formacéo de esclerédios com tiofanato-metilico;fluazinam +
B. subtilis? (2), fluazinam + B. subtilis? (4), procimidona + B. subtilis? (2,9) e tiofanato-
metilico + B. subtilis? (3,5) (Tabelas 18 e 21).

Na concentracdo de 10 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + Serenade®
(Bacillus subtilis') permitiram a formacéo de esclerédios somente para fluazinam + B.
subtilis® (0,3). Para as misturas de fungicidas + Bio-Imune® (B. subtilis?) houve formacéo
de esclerddios somente com os produtos fluazinam + B. subtilis? (0,3) e procimidona +
B. subtilis? (1,0) (Tabelas 21).

Nas concentragdes 100 e 1000 ppm, as misturas envolvendo fungicidas + produtos
de controle bioldgico a base de Trichoderma e Bacillus inibiram 100% a producéo de
producdo de esclerddios. Vale ressaltar que na concentragcdo de 100 ppm, observou-se
pela primeira vez a total inibicdo da formacdo de esclerddios do fungos nas misturas

envolvendo fungicidas + produtos a base de Bacillus (Tabelas 21).

Tabela 21. Numero de esclerddios formados pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum de
Muitos Capdes - RS em folhas destacadas fungicidas, produtos de controle bioldgico e
suas associagdes, em diferentes concentragdes.

Tratamentos Concentrac6es (ppm) / Média do nimero de esclerédios
0,1 1 10 100 1000
Controle 123iA 123gA 123fA - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam 969D 6,7fC 30dB DaA DaA
Fluazinam 75fD 52eC 1,0bB 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida 10,3h D 42dcC 0aA 0aA 0aA
Procimidona 9,7gD 43dC  1,3cB 0aA 0aA
Tiofanato-Metilico 939D 6,2fC 38¢eB 0aA 0aA
Trichoderma harzianum* - - - - 6,5b A
Trichoderma asperellum* - - - - 7,7cA
Bacillus subtilis' * - - - - 75CcA
Bacillus subtilis?* - - - - 73CcA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. - - - - -
harzianum

Fluazinam + T. harzianum - - - - -

Dimoxistrobina; Boscalida + T. - - - - -
harzianum

Procimidona + T. harzianum - - - - -

Tiofanato-Metilico + T. harzianum - - - - -

Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. - - - - -
asperellum



97

Fluazinam + T. asperellum 47cD 20bC 0OaA 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. - -
asperellum
Procimidona + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. - - - - -

subtilist
Fluazinam + B. subtilis! 3,7bD 1,3aC 0,3aB 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! - - - - -
Procimidona + B. subtilis? 20aD OaA 0aA 0aA 0aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! - - - - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. 53dD 20bC 0aA 0aA 0aA
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? 6,7fD 4dC 0,3aB 0aA 0aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? - - - - -
Procimidona + B. subtilis? 6,0eD 29cC 10cB OaA OaA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 58eD 35cC 0OaA OaA OaA

CV% =731

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentragdo de 1000 ppm.

! Serenade; 2 Bio-Imune

A utilizacdo do fungicida fluazinam, além de diminuir a incidéncia do mofo-
branco na cultura do feijoeiro, reduziu a quantidade de esclerddios produzidos nas plantas
(VIEIRA et al., 2001; PAULA JUNIOR et al., 2009). O mesmo comportamento foi
observado quando aplicado o fungicida na cultura da soja (HENNING et al., 2009), sendo
que uma unica aplicacdo de procimidone e fluazinam, na parte aérea das plantas de soja,
foi capaz de reduzir a producdo de esclerodios (g/m?), quando comparado com demais
fungicidas.

Camargo (2013) avaliou a eficiéncia de fluazinam, tiabendazol, piraclostribina,
metalaxil-M, captana, carbendazim, difenoconazol, fludioxonil, fluguinconazol,
flutriafol, tiofanato metilico, tiram e procimidona em S. sclerotiorum, e verificou que
todos os fungicidas testados foram capazes de reduzir o crescimento micelial, bem como
a producdo de esclerédios, em pelo menos de 45% a 69%.

A atividade de sete fungicidas (benomyl, carbendazim, fluazinam, fludioxanil +
cymoxanil, iprodione, procymidone e vinclozolin) foi verificada por Oliveira (1998)
contra o crescimento micelial de S. sclerotiorum. O autor verificou que fluazinam e
fludioxanil + cymoxanil inibiram totalmente a formacéo de esclerodios a partir de 1 ppm,
para os isolados de Paracatu-MG e Holambra-SP. No presente estudo, os fungicidas
fluazinam, procimidona e tiofanato-metilico reduziram a producdo de esclerddios dos

isolados de S. sclerotiorum em folhas destacadas, nas concentracdes de 0,1, 1 e 10 ppm,
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comparadas ao controle, e a partir da concentracdo 100 ppm erradicou a producédo de
esclerodio.

A reducdo da producéo de esclerddios é essencial para o controle efetivo do mofo
branco, pois bloquea a formag&o de apotécios e a ejecdo de ascOsporos e miniminiza a
producédo de novos esclerodios (GORGEN et al., 2010).

Segundo alguns pesquisadores (BARDIN; HUANG, 2001; ETHUR et al, 2001;
DELGADO et al. 2007; KIM; KNUDSEN, 2009), a formacdo de esclerddios por S.
Sclerotiorum, quando em contato com o antagonista, é variavel, estando este processo
relacionado com a agressividade de cada espécie e isolado de Trichoderma spp. Produtos
de controle bioldgico a base de Trichoderma podem reduzir em 62,5% o0 numero de
esclerddios viaveis do fungo S. sclerotiorum (MENENDEZ; GODEAS, 1998).

No presente estudo, os produtos de controle bioldgico a base de T. asperellum e
T. harzianum + fungicidas mostraram-se  mais  eficientes no controle de S.
sclerotiorum do que B. subtilis. A mistura Fluazinam + T. asperellum so erradicou a
producéo de esclerddios do isolado de Muitos Capdes -RS quando os fungicidas foram
empregados na concentracao de 10 ppm.

Com os resultados do ensaio em folhas destacadas de soja, pode-se dizer que as
misturas de fungicidas e os produtos bioldgicos reduziram a producéo de esclerddio nas
lesdes nas folhas de soja, em comparacdo ao controle, podendo desta forma reduzir o

indculo inicial da doenga no solo.

5.5.3. Invitro — Sensibilidade dos isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum em

folhas destacadas de soja

Na avaliacdo da sensibilidade dos isolados, o coeficiente de determinacéo (R?)
variou de 0,5 a 0,9062 para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP; de 0,5 a
0,9468 para Jaciara— MT e de 0,5 a 0,9467 para Muitos Capdes — RS (item 4.5).

As Clso obtidas para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP
demonstraram que esse isolado foi altamente sensivel para o fungicida tiofanato-metilico;
fluazinam (0,41 ppm), moderadamente sensivel aos fungicidas procimidona,
dimoxistrobina; boscalida e tiofanato-metilico, com valores de 6,35; 7,09 e 8,7 ppm
respectivamente e pouco sensivel para o fungicida fluazinam (18,99 ppm). A Clgs para o
mesmo isolado e verificando os mesmos fungicidas utilizados isoladamente variou de
16,48 a 39,42 ppm (Tabelas 22).
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Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus nédo
propiciaram nenhuma inibi¢do da severidade da doenca do isolado na concentracdo de
1000 ppm e com isso ndo foi possivel calcular Clso (Tabelas 22).

A mistura de fungicidas com o produto de controle bioldgico a base de Bacillus
apresentou uma CLso variando de 0,1 até 1,66 ppm. Sendo assim, essas misturas foram
altamente sensiveis ao isolado do fungo. Nas misturas de fungicidas com B. subtilis?
(Serenade), os menos eficazes foram dimoxistrobina + boscalida (1,66 ppm) e
procimidona (1,44 ppm) (Tabelas 22).

Tabela 22. Equacdo da severidade da doenca causada pelo isolado de Sclerotinia
sclerotiorum de Pilar do Sul — SP, em folhas de soja destacadas contendo diferentes
fungicidas e produtos de controle bioldgico aplicados isoladamente ou em combinacéo
com diferentes concentrac@es e, também, os valores de Clsge Clgs.

= ; 2 ppm ppm
Tratamentos Equacdes de ajuste R (ClLso) (CLss)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =1,064x + 5,416 0,9053 0,41 16,48
Fluazinam y = 1,994x + 3,098 0,8934 18,99 39,42
Dimoxistrobina; Boscalida y =1,985x + 3,311 0,8801 7,09 31,31
Procimidona y =1,974x + 3,414 0,8644 6,35 28,31
Tiofanato-Metilico y =2,019x + 3,099 0,9062 8,74 37,62
Trichoderma harzianum* y=0 =#N/A - -
Trichoderma asperellum* y=0 =#N/A - -
Bacillus subtilis® * y=0 =#N/A - -
Bacillus subtilis? * y=0 =#N/A - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Fluazinam + T. harzianum y =8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =0,476x + 7,034 0,7924 - 0,76
asperellum
Fluazinam + T. asperellum y =0,392x + 7,306 0,795 - 0,36
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =0,308x + 7,474 0,5 - 0,14
asperellum
Procimidona + T. asperellum y =0,208x + 7,674 0,5 - 0,02
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =1,027x + 5,811 0,7927 0,46 2,86
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis! y =0,68x + 6,73 0,765 0,51 0,74
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y = 1,259x + 5,227 0,7956 1,66 6,86
subtilis?
Procimidona + B. subtilis® y = 1,265% + 5,241 0,8 1,44 6,12
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y =0,336x + 7,418 0,5 - 0,2
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,484x + 7,122 0,735 0,1 0,68
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y =1,007x + 5,855 0,7929 0,74 2,64
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y =0,208x + 7,674 0,5 - 0,01
subtilis?
Procimidona + B. subtilis? y =0,817x + 6,231 0,7951 0,03 1,14
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Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y =1,007x + 5,871 0,7838 0,73 2,54
Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biol6gico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Clsy, 10-50 ppm) e insensiveis (Clg, > 50
ppm).

*Concentragdo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.
! Serenade; 2 Bio-Imune

As Clsopara o isolado de S. sclerotiorum de Jaciara - MT mostraram que 0 mesmo
é moderadamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com valores variando
de 1,21; 1,34 e 2,51 ppm para os produtos fluazinam, procimidona e dimoxistrobina;
boscalida e para tiofanato-metilico; fluazinam com Clsode 9,51 ppm e tiofanato-metilico
com 8,89 ppm. A Clgs para 0 mesmo isolado nos fungicidas utilizados isoladamente
apresentaram valores variando de 10,63 a 69,09 ppm (Tabelas 23).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus nédo
propiciaram nenhuma inibicdo da severidade da doenca na concentracdo de 1000 ppm e
com isso nao foi possivel calcular Clso (Tabelas 23).

As misturas de fungicidas com Trichoderma e Bacillus apresentaram uma Clso
variando de 0,002 até 0,89 ppm, caracterizando-as como altamente sensiveis ao isolado
do fungo. Independentemente do produto utilizado, a mistura que apresentou maior Clso

foi o fungicida Fluazinam + B. subtilis (Bio-Imune) (Tabelas 23).

Tabela 23. Equacdo da severidade da doenca causada pelo isolado de Sclerotinia
sclerotiorum de Jaciara — MT, em folhas de soja destacadas contendo diferentes
fungicidas e produtos de controle biolégico, aplicados isoladamente ou em combinagéo
com diferentes concentracdes e, 0s valores de Clsge Clgs.

~ ; 2 ppm ppm
Tratamentos Equacdes de ajuste R (Cls)) (Cles)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =1,988x + 3,152 0,8904 9,51 37,44
Fluazinam y =1,26x + 4,894 0,9468 1,21 12,58
Dimoxistrobina; Boscalida y =1,299x + 4,849 0,933 2,51 10,63
Procimidona y =1,937x + 3,515 0,8436 1,34 16,75
Tiofanato-Metilico y = 1,856x + 2,992 0,9129 8,89 69,09
Trichoderma harzianum* y=0 =#N/A - -
Trichoderma asperellum* y=0 =#N/A - -
Bacillus subtilis® * y=0 =#N/A - -
Bacillus subtilis?* y=0 =#N/A - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
harzianum
Fluazinam + T. harzianum y =8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =8,09 0 - -
harzianum
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y = 8,09 0 - -
asperellum

Fluazinam + T. asperellum y =8,09 0 - -
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Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 8,09 0 - -
asperellum
Procimidona + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y =0,382x + 7,326 0,5 - 0,11
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,609x + 6,727 0,7989 0,01 1,01
subtilis!
Fluazinam + B. subtilis! y =0,68x + 6,73 0,765 0,002 1,21
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y =0,788x + 6,318 0,8 0,021 1,89
Procimidona + B. subtilis® y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y =0,753x + 6,423 0,7901 0,01 1,04
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,484x + 7,122 0,735 0,64 10,12
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y =1,175x + 5,057 0,9493 0,89 10,98
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y =0,76x + 6,402 0,7936 0,014 1,19
Procimidona + B. subtilis? y =1,075x + 5,241 0,9423 0,71 12,25
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y =0,951x + 5,561 0,9361 0,26 15,71

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biolégico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Cls, < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clg, > 50

ppm).

*Concentragdo de 1000 ppm.
-1 auséncia de dados.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

As Clso para o isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capdes - RS mostraram que
esse isolado é moderadamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com
valores variando de 8,12, 6,86 e 7,49 ppm para os produtos fluazinam, dimoxistrobina;
boscalida e procimidona e pouco sensivel para tiofanato-metilico; fluazinam com 12,96
ppm e somente tiofanato-metilico com 14,57 ppm. A Clgs para 0 mesmo isolado nos
fungicidas utilizados isoladamente apresentaram valores variando de 17,5 a 101,34 ppm
(Tabelas 24).

Os produtos de controle biologico a base de Trichoderma e de Bacillus ndo
propiciaram nenhuma inibi¢do da severidade da doenga do isolado na concentragéo de
1000 ppm e com isso nédo foi possivel calcular Clso (Tabelas 24).

As misturas de fungicidas com o antagonista Trichoderma e Bacillus de forma
geral controlaram eficientemente a severidade da doenca causada pelo isolado do fungo
e, consequentemente, ndo foi possivel calcular a CLso, somente para o produto Fluazinam
+ T. asperellum que se apresentou altamente sensivel (0,85 ppm). As misturas com
fluazinam + B. subtilis (Bio-Imune) apresentou uma CLsp de 5,43 ppm e tiofanato-
metilico + B. subtilis (Bio-Imune) com 6,79 ppm , enquadrando o isolado como
moderadamente sensivel a essas misturas (Tabelas 24).

Tabela 24. Equacdo da severidade da doenca causada pelo isolado de Sclerotinia
sclerotiorum de Muitos Capfes — RS, em folhas de soja destacadas contendo diferentes
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fungicidas e produtos de controle bioldgico aplicados isoladamente ou em combinacéo
com diferentes concentrac@es e, também, os valores de Clsge Clgs.

Equac0es de ) ppm  ppm
Tratamentos ajuste R (ClLsy) (CLss)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y=1,931x+2,851 0,9392 12,96 59,67
Fluazinam y=1398x + 4,542 0,9467 8,12 17,5
Dimoxistrobina; Boscalida y=1,979x+3,449 0,8581 6,86 30,41
Procimidona y=1966x+328 08757 7,49 33,56
Tiofanato-Metilico y=1,872x+2,822 0,9346 14,57 101,34
Trichoderma harzianum* y=0 #N/A - -
Trichoderma asperellum* y=0 #N/A - -
Bacillus subtilis' * y=0 #N/A - -
Bacillus subtilis? * y=0 #N/A - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum y =0,35x + 7,39 0,5 0,12
Fluazinam + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Procimidona + T. harzianum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum y =8,09 0 - -
Fluazinam + T. asperellum y=0,392x + 7,306 0,795 0,85 12,14
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum y =8,09 0 - -
Procimidona + T. asperellum y = 8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y =8,09 0 - -
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis y =0,428x + 7,234 0,5 - 0,6
Fluazinam + B. subtilis! y =0,68x + 6,73 0,765 0,21 11,02
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y =0,362x + 7,366 0,5 - 0,2
Procimidona + B. subtilis! y =0,783x + 6,343  0,7973 0,019 1,13
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® y =0,362x + 7,366 0,5 - 0,18
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? y=0,484x +7,122 0,735 0,82 10,15
Fluazinam + B. subtilis? y=1974x + 3,404 0,866 5,43 18,63
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y =0,29x + 7,51 0,5 - 0,1

Procimidona + B. subtilis? y=1,046x + 5,712 10,7958 0,65 3,49

Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y=1,982x+3,232 0,8855 6,79 31,5
Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biolégico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Clg, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clgy > 50
ppm).
*Concentracdo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.
! Serenade; 2 Bio-Imune

A Clsg, isto é, a concentracdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do
crescimento micelial, constitui um valor particular para cada fungicida, para um
determinado fungo. Quanto mais baixa for a Clso, maior seré a capacidade fungitoxica do
produto (REIS et al., 2007). Com isso, a Clsp também constitui uma referéncia para
monitorar a resisténcia de patdgenos a fungicidas, tendo em vista identificar, ao longo
dos anos, se houve a perda da sensibilidade por parte do fungo a um determinado
fungicida (DE ROSSI et al., 2015).

Lee et al. (2011) relataram que no Japdo, em 1997, foi detectado que o fungo
Diplocarpon mali tornou-se resistente ao tiofanato-metilico, ocorrendo isso em todo o

pais e espalhando a alteragdo genética. 1sso ocorreu possivelmente devido ao fato do uso
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continuo desse fungicida para o controle do patégeno. Sartorato (2006) avaliou in vitro
oito isolados de Colletotrichum lindemuthianum, quanto ao crescimento micelial, em
diferentes concentragcdes de fungicidas, e constatou que seis apresentaram-se insensiveis
ao tiofanato-metilico nas doses de 750 e 1000 mg. L-1.

O valor da Clsg do isolado de S. Sclerotiorum, avaliado por Lehner (2015),
demonstrou que 0 mesmo ¢ resistente a tiofanato metilico, quando empregado em mais
de 100 ppm. Valores muito menores de Clso foram encontrados no presente trabalho com
esse fungicida sobre 0 mesmo patoégeno.

Zhou et al. (2014) avaliaram isolados de S. sclerotiorum resistentes a
carbendazim de diferentes regides da China e encontraram valores de ECsg variando de
98,7 a >1000 ppm. No presente estudo, o fungicida tiofanato-metilico apresentou Clsg
para os trés isolados de S. sclerotiorum variando de 8,74 até no méaximo 14,57 ppm. Esse
ingrediente foi moderadamente sensivel para os isolados de Pilar do Sul — SP e Jaciara —
MT e pouco sensivel para o isolado de Muitos Capdes — RS.

De acordo com os dados do presente estudo, os fungicidas de forma geral devem
ser monitorados no campo, para o controle dos isolados de S. sclerotiorum, pois as Clsg
obtidas indicam que esses isolados estdo moderadamente e pouco sensiveis aos

fungicidas, podendo se tornarem-se insensiveis aos mesmos.

5.6. Efeito dos produtos e suas misturas na germinacdo carpogénica e na
avaliacéo da sensibilidade dos isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum, em

caixa gerbox contendo solo de barraco.

5.6.1. Germinacdo carpogénica dos isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum,
em caixa gerbox contendo solo de barranco regado com fungicida e

misturas com produtos de controle biologico

Os esclerddios dos isolados de S. sclerotiorum avaliados germinaram 100% no
tratamento testemunha. Nas Tabelas 25, 26 e 27 estdo apresentados os resultados das
avaliacdes, apos 50 dias da inoculacdo dos esclerddios em caixas gerbox com solo de
barranco, regado com fungicidas e misturas com produtos de controle biologico, em cada
isolado do fungo.

Na anélise do isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP e na concentragdo

de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente propiciaram as menores porcentagens
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de germinacdo carpogénica, em relacdo aos demais tratamentos. Constataram-se as
menores porcentagens de inibicdo da germinacdo carpogénica do fungo nas seguintes
misturas de fungicidas com o produto Bio-Imune: tiofanato-metilico; fluazinam + B.
subtilis? (95%), fluazinam + B. subtilis? (93%), dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis?
(93%), procimidona + B. subtilis? (94%) e tiofanato-metilico + B. subtilis? (94%) (Tabela
25 e Figura 19).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm néo apresentaram total inibi¢do da gerninacgao carpogénica do
fungo (46% até 68%) (Tabela 25).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente propiciaram
novamente 0s menores percentuais de inibicdo das estruturas do fungo em relacdo aos
demais tratamentos. As Unicas misturas de produtos que apresentaram 100% de inibicéo
gerninagdo carpogénica foram dimoxistrobina; boscalida + T. harzianum e
dimoxistrobina; boscalida + B. subtilis (Bio-Imune) (Tabela 25 e Figura 19).

Na concentracdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibigdo das estruturas do fungo. As misturas envolvendo
fungicidas com produtos de controle bioldgico que ndo inibiram 100% a germinacao
carpogénica foram Tiofanato-Metilico + T. harzianum (99%), Fluazinam + T. asperellum
(99%), Procimidona + T. asperellum (98%), Tiofanato-Metilico + T. asperellum (94%),
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis (Serenade) (97%), Fluazinam + B. subtilis
(Serenade) (96%), Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis (Serenade) (93%),
Procimidona + B. subtilis (Serenade) (96%), Tiofanato-Metilico + B. subtilis (Serenade)
(85%), Fluazinam + B. subtilis (Bio-Imune) (99%) e Procimidona + B. subtilis (Bio-
Imune) (99%) (Tabela 25 e Figura 19).

Na concentracdo de 100 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente propiciaram
0s menores percentuais de inibicdo em relagdo aos demais tratamentos. Nas misturas
envolvendo fungicidas com produtos de controle bioldgico, a Unica que ndo inibiu 100%
a germinacdo carpogénica foi Tiofanato-Metilico + B. subtilis (Serenade) (98%) (Tabela
25 e Figura 19).

Os fungicidas sO6 controlaram 100% a germinacdo dos esclerddios quando
empregados na concentracao de 1000 ppm, com excecado de fluazinam (98%) e tiofanato
metilico (94%). As misturas de fungicidas na concentracdo de 1000 ppm com produtos
de controle biologico ndo apresentaram diferencas entre si, todas inibiram 100% as

estruturas do isolado do fungo (Tabela 25 e Figura 19).
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Tabela 25. Porcentagem de inibicdo da germinacdo carpogénica, do isolado de
Sclerotinia sclerotiorum, de Pilar do Sul — SP, em caixa gerbox contendo terra regada
com fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em
combinacdo com diferentes concentracdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentragdes (PPM) / (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 20kE 521D 8lgC 98bB 100a A
Fluazinam 19kE 40mD 57hC 82dB 98bA
Dimoxistrobina; Boscalida 28jE 501D 83fC 97b B 100a A
Procimidona 2KkE 32nD 56hC 89¢cB 100a A
Tiofanato-Metilico 19KkE 30nD 52iC 78eB 94cA
Trichoderma harzianum* - - - - 68dA
Trichoderma asperellum* - - - - 62e A
Bacillus subtilis * - - - - 52fA

Bacillus subtilis? * - - - 46 g A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 76eC 93eB 100a A 100a A 100a A

Fluazinam + T. harzianum 82cC 95dB 100aA 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum  89bB 100aA 100aA 100a A 100a A
Procimidona + T. harzianum 85cC 94eB 100aA 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 79dD 88gC 99bB 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 73fD 91fC 100aB 100a A 100a A
Fluazinam + T. asperellum 80dD 91fC 99bB 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum  85cC 99bB 100aA 100a A 100a A
Procimidona + T. asperellum 79dD 90fC 98cB 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 76eD 83hC 94eB 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis' 51hD 79iC  97dB 100a A 100a A
Fluazinam + B. subtilis* 48iD T74jC  96cB 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 56gD 79iC 93eB 100a A 100a A
Procimidona + B. subtilis® 53hD 82hC 96dB 100a A 100a A
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 43iE  71kD 85fC 98bB 100a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis’ g53c 98cB 100aA 100a A 100a A
Fluazinam + B. subtilis? 93aD 96dC 99bB 100a A 100a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 93aB 100aA 100aA 100a A 100a A
Procimidona + B. subtilis? 94aD 97dC 99cB 100aA  100aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 94aC 96dB 100aA 100a A 100a A
CV% = 11,95

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna nédo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentragdo de 1000 ppm.

! Serenade; 2 Bio-Imune
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Figura 19. Associacdo dos produtos quimicos e bioldgicos na inibicdo da germinacdo carpogénica do
isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Pilar do Sul — SP, em caixas gerbox contento terra, nas diferentes
concentragdes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 ppm). A) Tiofanato-Metilico; Fluazinam. B) Dimoxistrobing;
Boscalida + T. harzianum. C) Tiofanato-Metilico + B. subtilis®. D) Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis?.
! Serenade; ? Bio-Imune

No isolado de S. sclerotiorum de Jaciara — MT e na concentracdo de 0,1 ppm, 0s
fungicidas utilizados isoladamente propiciaram as menores porcentagens de inibicdo da
germinacao carpogénica em relagdo aos demais tratamentos. As misturas envolvendo
fungicidas com produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma que propiciaram
as menores porcentagens de inibicdo da germinacao carpogénica foram dimoxistrobina;
boscalida + T. harzianum (73%) e procimidona + T. harzianum (75%) (Tabela 26 e Figura
20).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na
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concentracdo de 1000 ppm ndo inibiram 100% a gerninacdo carpogénica (35% até 52%)
(Tabela 26).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente propiciaram
novamente 0s menores percentuais de inibigdo da germinacgéo das estruturas do fungo em
relacdo aos demais tratamentos. As misturas envolvendo fungicidas com produtos de
controle bioldgico a base de Trichoderma que apresentaram as maiores porcentagens de
inibicdo da germinagdo carpogénica foram dimoxistrobina; boscalida + T. harzianum
(93%) e dimoxistrobina; boscalida + T. asperellum (90%) (Tabela 26 e Figura 20).

Na concentracdo de 10 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
baixos percentuais de inibicdo da germinacdo carpogénica do fungo em relacdo aos
demais tratamentos. As misturas envolvendo fungicidas com produtos de controle
biologico que inibiram 100% a germinacdo carpogénica foram dimoxistrobina; boscalida
+ T. harzianum e dimoxistrobina; boscalida + T. asperellum (Tabela 26 e Figura 20).

Na concentracdo de 100 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibicdo da germinacédo carpogénica. As misturas de fungicidas
+ Trichoderma controlaram de 97-100% a germinacao dos esclerédios do fungo quando
os fungicidas foram utilizados na concentracdo de 100 ppm. As misturas de fungicidas +
Bacillus se comportaram de maneira idéntica e o controle variou de 95-100% (Tabela 26
e Figura 20).

Os fungicidas s6 controlaram 100% a germinagdo dos esclerddios do fungo
quando empregados na concentracdo de 1000 ppm, com excecao de tiofanato metilico +
fluazinam, fluazinam e tiofanato metilico. As misturas de fungicidas com produtos de
controle biologico ndo apresentaram diferencas entre si, todas inibiram 100% as

estruturas do isolado do fungo (Tabela 26 e Figura 20).

Tabela 26. Porcentagem de inibigdo da germinacéo carpogénica do isolado de Sclerotinia
sclerotiorum, de Jaciara — MT, em caixa gerbox contento terra regada com fungicidas e
produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em combinagdo com
diferentes concentracdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentracgdes (PPM) / (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 14 E 43gD 72hC 79dB 95bA
Fluazinam 13i E 32hD 51iC 79dB 98aA
Dimoxistrobina; Boscalida 279E 43gD 79gC 95c¢B 100aA
Procimidona 19hE 28iD 52iC 92dB 100aA
Tiofanato-Metilico 11§ E 26iD  40jC 71eB 89cA

Trichoderma harzianum* - - - 52d A
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Trichoderma asperellum* - - - - 53da

Bacillus subtilis! * - - - - 40e A

Bacillus subtilis? * - - - - 3BfA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum  65b D 8lcC 9%5c¢B 100aA 100aA
Fluazinam + T. harzianum 61cD 81cC 9% cB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 73aC 93aB 100aA 100aA 100aA
Procimidona + T. harzianum 75aD 87bC 98bB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + T. harzianum 56 cE 75dD 87fC 97bB 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 59 ¢ D 79dC 91dB 100aA 100aA
Fluazinam + T. asperellum 57¢D 75dC 92dB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 72aC 90aB 100aA 100aA 100aA
Procimidona + T. asperellum 66 b D 83cC 9%5c¢cB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + T. asperellum 49dE 68fD 83fC 95¢B 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 44D 76d C 89eB 100aA 100aA
Fluazinam + B. subtilis! 42fD 66 fC 87fB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! 51dD 73eC 86fB 100aA 100aA
Procimidona + B. subtilis® 50dD 74eC 87fB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 39fE 68fD 84fC 96cB 100aA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? 45¢e E 76dD 86fC 99aB 100aA
Fluazinam + B. subtilis? 41fD 66fC 83fB 100aA 100aA
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? 48¢eD 71eC 84fB 100aA 100aA
Procimidona + B. subtilis? 46D 73e¢C 86fB 100aA 100aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? A2FE 65fD 84fC 95cB 100aA

CV% = 9,56

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

*Concentracéo de 1000 ppm.

! Serenade; ? Bio-lmune
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Figura 20. Associacdo dos produtos quimicos e bioldgicos na inibicdo da germinacdo carpogénica do
isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Jaciara — MT, em caixas gerbox contento terra, nas diferentes
concentragdes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 ppm). A) Fluazinam. B) Procimidona + T. harzianum. C)
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilist. D) Tiofanato-Metilico + B. subtilis.
1 Serenade; 2 Bio-Imune

Na analise do isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capdes — RS e na concentracdo
de 0,1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente propiciaram as menores porcentagens
de germinacao carpogénica em relagcdo aos demais tratamentos. As misturas envolvendo
fungicidas com produtos de controle biolégico a base de Trichoderma que apresentaram
as menores porcentagens de inibicdo da germinacdo carpogénica foram dimoxistrobing;
boscalida + T. harzianum (72%) e procimidona + T. harzianum (74%) e dimoxistrobina;
boscalida + T. asperellum (70%). (Figura 21 e Tabela 27).

Os produtos de controle biologico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm nédo apresentaram total inibicdo da germinagéo carpogénica
(31% até 49%) (Tabela 27).

Na concentracdo de 1 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente apresentaram
0s menores percentuais de inibicdo da germinacdo carpogénica em relagdo aos demais
tratamentos. As misturas envolvendo fungicidas com produtos de controle bioldgico a
base de Trichoderma que apresentaram as menores porcentagens de inibicdo da
germinacdo carpogénica foram dimoxistrobina; boscalida + T. harzianum (92%) e
dimoxistrobina; boscalida + T. asperellum (89%) (Figura 21 e Tabela 27).

Na concentracdo de 10 e 100 ppm, os fungicidas utilizados isoladamente
apresentaram os menores percentuais de inibicdo da germinacéo carpogénica em relacéo

aos demais tratamentos. As misturas envolvendo fungicidas na concentracao de 10 ppm
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com produtos de controle bioldgico que inibiram 100% a germinacgéo carpogénica foram
dimoxistrobina; boscalida + T. harzianum e dimoxistrobina; boscalida + T. asperellum
(Figura 21 e Tabela 27).

As misturas de fungicidas + Trichoderma controlaram de 98-100% a germinagao
dos esclerddios do fungo quando os fungicidas foram utilizados na concentragdo de 100
ppm. As misturas de fungicidas + Bacillus se comportaram de maneira idéntica e o
controle variou de 95-100% (Figura 21 e Tabela 27).

Os Unicos fungicidas que controlaram 100% a germinacéo dos esclerddios quando
empregados na concentracdo de 1000 ppm; foram dimoxistrobina + boscalida e
procimidona. As misturas de fungicidas com produtos de controle bioldgico nao
apresentaram diferencas entre si, todas inibiram 100% as estruturas do isolado do fungo
(Figura 21 e Tabela 27).

Tabela 27. Porcentagem de inibigdo da germinacédo carpogénica do isolado de Sclerotinia
sclerotiorum, de Muitos Capbes — RS, em caixa gerbox contento terra regada com
fungicidas e produtos de controle bioldgico, utilizados isoladamente ou em combinagéo
com diferentes concentracdes.

Fungicidas
Tratamentos Concentracdes (PPM) / PIC (%)
0,1 1 10 100 1000

Tiofanato-Metilico; Fluazinam 9hE 39fD 70gC 78dB 94bA
Fluazinam 9hE 29gD 48hC 78dB 99aA
Dimoxistrobina; Boscalida 23fE 41fD 78fC 94cB 100a A
Procimidona 14gE 24 hD 49hC 81dB 100a A
Tiofanato-Metilico 7hE 22hD 37iC  70eB 88cA
Trichoderma harzianum* - - - - 49d A
Trichoderma asperellum* - - - - 50d A
Bacillus subtilis! * - - - - 36eA

Bacillus subtilis? * - - - - 31fA
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum 63 b D 80bC 95¢B 100a A 100 a A

Fluazinam + T. harzianum 59¢cD 80bC 9% cB 100a A 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum 72aC 92aB 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. harzianum 74aD 86bC 98bB 100a A 100 a A

Tiofanato-Metilico + T. harzianum 53dE 73¢cD 86eC 98bB 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum 57 ¢ D 78cC 91dB 100aA 100 aA

Fluazinam + T. asperellum 55¢D 73¢cC 91dB 100aA 100 aA
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum 70aC 89aB 100 aA 100 aA 100 aA
Procimidona + T. asperellum 65b D 81bC 95cB 100aA 100 aA

Tiofanato-Metilico + T. asperellum 47dE 67dD 82eC 95¢cB 100 a A
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis' 41 ¢ D 75¢cC 88dB 100aA 100 a A

Fluazinam + B. subtilis® 38eD 64dC 86eB 100aA 100 a A
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis' 48 4 D 71¢cC 85¢eB 100 aA 100 a A
Procimidona + B. subtilis® 47dD 73¢C  86eB 100aA 100 aA
Tiofanato-Metilico + B. subtilis® 36eE 66dD 84eC 96 cB 100 a A

Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis> 42 e E 74¢cD 85eC 99¢cB 100 a A
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Fluazinam + B. subtilis? 37eD 64dC 82¢eB 100aA 100 aA

Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis> 46 4 D 69cC 83eB 100aA 100 a A

Procimidona + B. subtilis? 43eD 71cC  84eB 100 aA 100 a A

Tiofanato-Metilico + B. subtilis? 39eE 63eD 83eC 95¢cB 100 a A
CV% = 13,40

Os dados de PIC (X) foram transformados em arcoseno Vx/100. Médias seguidas pela mesma letra
minuGscula na coluna nao diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.
*Concentracéo de 1000 ppm.
1 Serenade; 2 Bio-Imune
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Figura 21. Associacdo dos produtos quimicos e bioldgicos na inibicdo da germinacdo carpogénica do
isolado de Sclerotinia sclerotiorum, de Muitos CapBes — RS, em caixas gerbox contento terra, nas
diferentes concentragcGes (0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 ppm). A) Tiofanato-Metilico; Fluazinam. B)
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum. C) Tiofanato-Metilico + B. subtilist. D) Dimoxistrobina;

Boscalida + B. subtilis?.
1 Serenade; 2 Bio-Imune
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Vaérios fatores podem determinar o tipo de germinacdo, entre eles, as condicGes
ambientais e a quantidade de nutrientes disponiveis no esclerodio. Conforme REIS et al.
(2011), a germinacéo dos esclerodios € mais dependente do teor de 4gua do substrato do
que sua composicao nutricional.

Igbal et al. (2003), ao testarem diferentes fungicidas comerciais como benomil,
metalaxil + mancozebe, thiabendazol, tiofanato metilico, observaram total inibicdo do
crescimento e da germinacao dos esclerédios de S. sclerotiorum quando empregados nas
concentracOes de 50 e 100 ppm.

No entanto, Costa e Costa (2004) observaram a inibicdo de 100% na formacéo de
estipes e apotécios de S. sclerotiorum utilizando o fungicida Vinclozolin. Ja o fungicida
Fluazinam permitiu apenas a formacéo de estipes inviaveis, ndo formando apotécios,
entretanto para a germinagdo miceliogénica, o Tiofanato metilico reduziu 75%, seguido
dos fungicidas Procimidona e Vinclozolin. Esses dados de Costa e Costa (2004) diferem
do presente trabalho onde se constatou a formacdo de apotécios para o fungicida
fluazinam.

Steadman e Nickerson (1975) e Hawthorne e Jarvis (1973) observaram grande
impacto na formacdo de estipes a partir de esclerddios, quando aplicado o fungicida
tiofanato-metilico em solo. No presente estudo, observou-se as menores porcentagem de
inibicdo de apotécios de esclerddios de S. sclerotiorum de soja quando empregou-se 0
fungicida tiofanato metilico nas concentracdes de 1000 ppm.

Oliveira (1998) relatou que os esclerddios germinaram menos quando foram
incubados em agar-agua, contendo os fungicidas fluazinan, procymidone, vinclozolin e
benomyl, em comparacdo a testemunha. Entretanto, quando os esclerodios foram
colocados no solo com fungicidas, apenas o fungicida procymidone ndo diferiu da
testemunha quanto a germinacao.

No corrente estudo, os fungicidas tiofanato-metilico; fluazinam, tiofanato-
metilico e fluazinam apresentaram as menores porcentagem de inibi¢cdo da germinacgéo
carpogénica. Os fungicidas dimoxistrobina; boscalida e procimidona apresentaram 100%
de inibicdo das estruturas de resisténcia dos isolados de S. sclerotiorum, quando testados
na concentracdo de 1000 ppm. Dentre os fungicidas testados, tiofanato-metilico foi o que
apresentou o menor percentual de inibicdo da germinacdo carpogénica para 0s trés
isolados de S. sclerotiorum (Tabela 25, 26 e 27).

A utilizacdo de Trichoderma spp. pode inibir em até 100% a germinacdo de

esclerodios de Sclerotinia (HADDAD, 2017). No Brasil, em escala comercial, o
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parasistismo de esclerédios com Trichoderma via aplicacdo aérea gira em torno de 30 %
(GORGEN et al., 2009) a 70 % (GERALDINE et al., 2013).

Segundo Bettiol e Kimati (1990), o potencial inibitério de B. subtilis tem sido
expressivo em muitos patdgenos presentes no solo como Rhizoctonia solani e Fusarium
moniliforme. Para S. sclerotiorum, os resultados obtidos de ensaios cooperativos
realizados em diferentes regides produtoras de soja tém evidenciado grande potencial de
espécies de Bacillus na inviabilizagdo de esclerddios no solo (MEYER et al., 2016).

Os resultados desses ensaios demonstram que é possivel reduzir o potencial de
inoculo de S. sclerotiorum no solo, pelo emprego de misturas de fungicidas com produto
de controle bioldgico, independentemente de condicdes ambientais favoraveis para
colonizar e afetar a viabilidade dos esclerédios. Os biofungicidas testados inibiram
significativamente a capacidade de formacg&o de apotécios, o que pode contribuir para a
reducdo da incidéncia de mofo-branco nas lavouras de soja. No entanto, vale ressaltar que
0 uso isolado de produtos biolégicos no solo ndo demonstrou ser eficaz no impedimento

da germinacdo carpogénica das estruturas de resisténcia do fungo S. sclerotiorum.

5.6.2. Sensibilidade dos isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum na
gernianacgdo carpogénica, em caixa gerbox contendo solo de barranco

regado com fungicidas e misturas com produtos de controle bioldgico

Na avaliagdo da sensibilidade dos isolados, o coeficiente de determinacéo (R?)
variou de 0,5 a 0,99958 para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP; de 0,5 a
0,9883 para Jaciara— MT e de 0,5 a 0,979 para Muitos Capdes — RS (item 4.5).

As Clso obtidas para o isolado de S. sclerotiorum de Pilar do Sul — SP
demonstraram que esse isolado foi altamente sensivel para os fungicidas tiofanato-
metilico + fluazinam (0,86 ppm) e dimoxistrobina; boscalida (0,97 ppm). O isolado em
questdo foi moderadamente sensivel aos fungicidas fluazinam, procimidona e tiofanato-
metilico, com valores de Clso de 1,69; 2,06 e 4,83 ppm, respectivamente. Os fungicidas
que precisaram maior quantidade para controlar o fungo foram procimidona (2,06 ppm)
e tiofanato metilico (4,83 ppm). A Clgs para 0 mesmo isolado e verificando os mesmos
fungicidas utilizados isoladamente variou de 10,44 a 583,24 ppm (Tabelas 28).

Os produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma e de Bacillus na

concentracdo de 1000 ppm demonstram que o isolado em questdo foi altamente sensivel
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e os valores Clso variaram de 0,01 a 0,12 ppm. No entanto, apesar da sensibilidade ndo
houve 100% de impedimento da germinagdo carpogénica do fungo. Ja as misturas
envolvendo os fungicidas + produtos de controle bioldgico demonstraram que esse

isolado foi altamente sensivel, com Clso variando de 0,002 a 0,9 ppm (Tabelas 28).

Tabela 28. Equacdo da germinacdo carpogénica do isolado de Sclerotinia sclerotiorum
de Pilar do Sul — SP, em caixas gerbox contento terra regada com fungicidas e produtos
de controle bioldgico utilizados isoladamente, ou em combinacdo com diferentes
concentracdes e, também, os valores de Clsoe Cles.

R PPM  ppm

Tratamentos Equacdes de ajuste

(CLsp) (CLgs)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y = 0,986x + 5,06 0,9958 0,86 17,27
Fluazinam y =0,922x + 5,146 0,9864 1,69 26,97
Dimoxistrobina; Boscalida y =0,703x + 4,701 0,9689 0,97 10,44
Procimidona y =0,942x + 4,704 0,9045 2,06 47,1
Tiofanato-Metilico y =0,615x + 4,579 0,9813 4,83 583,24
Trichoderma harzianum* y =0,524x + 7,042 0,5 0,01 -
Trichoderma asperellum* y = 0,556x + 6,978 0,5 0,01 -
Bacillus subtilis! * y =0,608x + 6,874 0,5 0,1 -
Bacillus subtilis? * y = 0,638x + 6,814 0,5 0,12
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =0,637x + 6,655 0,7999 0,01 0,25
Harzianum
Fluazinam + T. harzianum y =0,579x + 6,787 0,8 0,002 0,13
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =0,372x + 7,346 0,5 - 0,0013
Harzianum
Procimidona + T. harzianum y = 0,564x + 6,808 0,7959 0,006 1,01
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y = 0,647x + 6,453 0,9254 0,05 1,23
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =0,671x + 6,573 0,7991 0,004 1,04
Asperellum
Fluazinam + T. asperellum y =0,625x + 6,513 0,9365 0,003 0,42
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y = 0,486x + 7,042 0,7379 - 0,02
Asperellum
Procimidona + T. asperellum y =0,637x + 6,427 0,9452 0,005 1,01
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y =0,69x + 6,188 0,9033 0,01 1,35
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,86x + 5,88 0,9403 0,9 2,91
subtilist
Fluazinam + B. subtilis! y =0,873x + 5,831 0,9464 0,52 3,26
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y =0,816x + 5,908 0,9373 0,007 10,12
subtilis?
Procimidona + B. subtilis® y =0,819x + 5,967 0,9497 0,06 4,41
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y = 0,804x + 5,506 0,9814 0,76 11,23
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y =0,394x + 7,198 0,7985 - 0,1
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y = 0,456x + 6,892 0,9398 - 0,12
Dimoxistrobina; Boscalida + B. y =0,322x + 7,446 0,5 - 0,1
subtilis?
Procimidona + B. subtilis? y =0,429x + 6,959 0,9441 - 0,02
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y =0,442x + 7,072 0,7789 - 0,016

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biol6gico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Clg, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Cls, 10-50 ppm) e insensiveis (Clgy > 50
ppm).

*Concentracdo de 1000 ppm.

-: auséncia de dados.

! Serenade; 2 Bio-Imune
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As Clso para o isolado de S. sclerotiorum de Jaciara - MT mostraram que esse
isolado é moderadamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com valores
variando de 2,81; 4,59; 2,76; 2,76 e 2,38 ppm para os produtos tiofanato-metilico;
fluazinam, fluazinam, dimoxistrobina; boscalida e procimidona. Para o produto
tiofanato-metilico, o valor da Clso foi de 12,92 ppm e isso denotou que o isolado se
mostrou pouco sensivel a este fungicida. A Clgs para 0 mesmo isolado nos fungicidas
utilizados isoladamente apresentaram valores variando de 105,45 a 1607,75 ppm (Tabelas
29).

Os produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e de Bacillus na
concentracdo de 1000 ppm demonstram que o isolado em questao foi altamente sensivel
a esses produtos e os valores Clso variaram de 0,008 a 0,04 ppm. No entanto, novamente
apesar da sensibilidade, ndo houve 100% de impedimento da germinacédo carpogénica do
fungo. Ja as misturas envolvendo os fungicidas + produtos de controle bioldgico
demonstraram que esse isolado foi altamente sensivel, com Clsg variando de 0,001 a 0,53

ppm (Tabelas 29).

Tabela 29. Equacdo da germinacédo carpogénica do isolado de Sclerotinia sclerotiorum
de Jaciara - MT, em caixas gerbox contento terra regada com fungicidas e produtos de
controle bioldgico utilizados isoladamente, ou em combinacdo com diferentes
concentracOes e, também, 0s valores de Clsoe Cls.

~ ; 2 ppm ppm
Tratamentos Equacdes de ajuste R (CLs)) (Cles)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y =0,643x + 4,711 0,9718 2,81 275,51
Fluazinam y =0,764x + 4,494 0,9689 4,59 217,61
Dimoxistrobina; Boscalida y =0,922x + 5,028 0,9676 2,76 105,45
Procimidona y =0,993x + 4,625 0,9181 2,38 146,41
Tiofanato-Metilico y =0,611x + 4,321 0,9883 12,92  1607,75
Trichoderma harzianum* y =0,608x + 6,874 0,5 0,008 0,11
Trichoderma asperellum* y =0,602x + 6,886 0,5 0,007 0,09
Bacillus subtilis' * y = 0,668x + 6,754 0,5 0,002 0,19
Bacillus subtilis? * y = 0,696x + 6,698 0,5 0,003 0,26
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =0,761x + 6,057 0,9361 0,04 5,96
Harzianum
Fluazinam + T. harzianum y =0,783x + 6,035 0,9453 0,04 2,05
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =0,657x + 6,615 0,7998 0,003 1,3
Harzianum
Procimidona + T. harzianum y =0,68x + 6,326 0,9428 0,001 1,56
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y =0,709x + 5,675 0,9568 0,1 17,13
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. y =0,8x + 5,912 0,9214 0,07 12,88
Asperellum
Fluazinam + T. asperellum y =0,824x + 5,864 0,9277 0,088 11,19
Dimoxistrobina; Boscalida + T. y =0,683x + 6,543 0,7983 0,005 1,56
Asperellum
Procimidona + T. asperellum y =0,75x + 6,086 0,9372 0,03 1,81
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y =0,741x + 5,483 0,9352 0,22 111,91
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y = 0,886x + 5,708 0,931 0,21 16,5

subtilist
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Fluazinam + B. subtilis! y =0,926x + 5,578 0,9249 0,23 15,72
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y =0,86x + 5,72 0,9071 0,14 14,47
Procimidona + B. subtilis! y =0,863x + 5,727 0,9147 0,15 14,87
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y = 0,802x + 5,402 0,9684 0,53 52,45
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. y = 0,806x + 5,61 0,9785 0,17 16,78
subtilis?
Fluazinam + B. subtilis? y =0,932x + 5,53 0,9112 0,26 16,37
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y =0,882x + 5,652 0,9029 0,18 15,15
Procimidona + B. subtilis? y =0,886x + 5,668 0,916 0,17 14,91
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y =0,783x + 5,399 0,9543 0,31 98,34

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biolégico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Clsy 10-50 ppm) e insensiveis (Cls, > 50

ppm).

*Concentracéo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.

1 Serenade; 2 Bio-Imune

As Clsp para o isolado de S. sclerotiorum de Muitos Capdes - RS mostraram que
esse isolado é moderadamente sensivel aos fungicidas utilizados isoladamente, com
valores variando de 4,39 e 1,14 ppm para os produtos tiofanato-metilico; fluazinam e
dimoxistrobina; boscalida e pouco sensivel para os produtos fluazinam com valor de
11,39 ppm, procimidona (13,68 ppm) e tiofanato-metilico (18,46 ppm). A Clgs para o
mesmo isolado nos fungicidas utilizados isoladamente apresentaram valores variando de
126,78 a 1594,86 ppm (Tabelas 30).

Os resultados dos produtos de controle biolégico a base de Trichoderma e de
Bacillus na concentracdo de 1000 ppm demonstram que o isolado em questdo foi
altamente sensivel aos produtos, com valores de Clso variando de 0,1 a 0,5 ppm. Apesar
da sensibilidade, ndo houve 100% de impedimento da germinagdo carpogénica do fungo.

Ja as misturas envolvendo os fungicidas + produtos de controle bioldgico
demonstraram que esse isolado foi altamente sensivel as misturas e com Clso variando de
0,01 a 0,46ppm (Tabelas 30).

Tabela 30. Equacdo da germinacédo carpogénica do isolado de Sclerotinia sclerotiorum
de Muitos Capbes - MT, em caixas gerbox contento terra regada com fungicidas e
produtos de controle bioldgico utilizados isoladamente, ou em combinacdo com
diferentes concentracdes e, também, os valores de Clsoe Clos.

Equac0es de ) ppm ppm
Tratamentos ajuste R (Cls) (CLss)
Tiofanato-Metilico; Fluazinam y=0,683x +4,561 0,9634 4,39 1002,12
Fluazinam y=0,866x +4,366 0,955 11,39 162,24
Dimoxistrobina; Boscalida y =0,944x + 4,944 0,9685 1,14 126,78
Procimidona y=0,993x + 4,437 10,8908 13,68 142,77
Tiofanato-Metilico y=0,661x +4,163 0,993 18,46 1594,86

Trichoderma harzianum* y = 0,624x + 6,842 0,5 0,1 0,12

Trichoderma asperellum* y =0,618x + 6,854 0,5 0,1 0,12
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Bacillus subtilis! * y =0,69x + 6,71 0,5 0,4 0,23
Bacillus subtilis? * y =0,718x + 6,654 0,5 0,5 0,3
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. harzianum y=0,777x + 6,021 0,938 0,04 2,15
Fluazinam + T. Harzianum y =0,797x + 6,003 0,9456 0,05 2,22
Dimoxistrobina; Boscalida + T. harzianum y =0,67x + 6,582 0,8 0,04 2,35
Procimidona + T. harzianum y =0,691x + 6,299 0,941 0,01 2,93
Tiofanato-Metilico + T. harzianum y =0,746x + 5,636 0,9685 0,01 12,46
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + T. asperellum y=0,814x+588 0,9243 0,08 13,11
Fluazinam + T. asperellum y=0,84x+5812 0,9241 0,01 10,42
Dimoxistrobina; Boscalida + T. asperellum y=0,7x+6,504  0,7981 0,01 1,47
Procimidona + T. asperellum y=0,761x + 6,057 0,9361 0,02 8,56
Tiofanato-Metilico + T. asperellum y=0,754x + 5,448 0,9381 0,46 102,45
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilist y =0,906x + 5,654 0,9304 0,19 14,91
Fluazinam + B. subtilis! y=0,953x + 5509 0,9266 0,29 16,44
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis! y =0,882x + 5,662 0,9085 0,18 15,02
Procimidona + B. subtilis® y=0,882x + 5,676 0,9147 0,17 14,83
Tiofanato-Metilico + B. subtilis! y=0,824x+5352 09736 0,37 53,37
Tiofanato-Metilico; Fluazinam + B. subtilis? y =0,827x + 5,553 0,979 0,21 17,56
Fluazinam + B. subtilis? y=0,957x + 5,469 09146 0,32 17,03
Dimoxistrobina; Boscalida + B. subtilis? y=0,897x +5,609 0,9022 0,21 15,59
Procimidona + B. subtilis? y=0,908x+56 09119 0,22 15,61
Tiofanato-Metilico + B. subtilis? y=0,805x+5341 0,9585 0,38 114,67

Sensibilidade de S. sclerotiorum frente aos fungicidas, produtos de controle biolégico e misturas foi
classificada de acordo com os critérios de Edgington et al. (1971), como altamente sensiveis (Clsy < 1ppm);
moderadamente sensiveis (Cls, de 1- 10 ppm); pouco sensiveis (Clsy, 10-50 ppm) e insensiveis (Clg, > 50

ppm).

*Concentracéo de 1000 ppm.
-: auséncia de dados.

1 Serenade; ? Bio-Imune

A fungitoxicidade de fungicidas € uma propriedade inerente a uma substancia
guimica e caracteriza-se pela toxicidade dos fungos em baixas concentragdes. Parametros
como CEsg (concentracdo efetiva ou eficaz, que promove a inibicdo de 50% do
desenvolvimento dos microorganismos), DEso (dose efetiva), DLso (dose letal), CLso
(concentracdo letal), CEso (concentracéo efetiva), Clso (concentracdo inibitoria) ou CMI
(concentracdo minima inibitéria) podem definir a fungitoxicidade de uma substancia
quimica (EDGINGTON et al., 1971; REIS et al., 2010). Para avaliar a fungitoxicidade de
uma substancia quimica, pode-se utilizar também os parametros EDso que representa a
dose necessaria para inibir 50% do crescimento micelial do patégeno (PEREIRA et al.,
2002; BAMPI et al., 2013) e 0 EDgs que representa a dose necessaria para inibir 95% do
crescimento micelial do patdgeno (NERI et al., 2006).

Trabalho realizado por Menten et al. (1995) classificaram in vitro que S.
sclerotiorum do feijoeiro como altamente sensivel (EDso < 1 ppm) aos fungicidas
clorothalonil, tebuconazol, procimidone, iprodione, tiofanato metilico + clorothalonil,

captan, vinclozolin, tiofanato metilico e benomyl.
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Em algodoeiro, o fungo M. roridum demonstrou ser in vitro altamente sensivel
aos fungicidas carbendazim e tiofanato metilico (SILVA et al., 2006).

No presente estudo, o fungicida tiofanato-metilico apresentou Clsy para os trés
isolados de S. sclerotiorum variando de 4,83 até no maximo 18,46 ppm. Esse ingrediente
foi moderadamente sensivel para o isolado de Pilar do Sul — SP e pouco sensivel para 0s
isolados de Jaciara — MT e de Muitos Capdes — RS.

De acordo com os dados do presente estudo, os fungicidas de forma geral devem
ser monitorados no campo para o controle do isolados, principalmente o tiofanato
metilico, pois as Clsp obtidas indicam que esses isolados estdo se tornando
moderadamente e pouco sensiveis aos fungicidas e podem se tornar insensiveis aos

mesmaos.



119

6. CONCLUSOES

Todos os isolados de S. sclerotiorum foram patogénicos em folhas de soja
destacadas, com diferencas de agressividade entre eles.

Os valores de pH dos fungicidas e, principalmente, da mistura fungicidas +
produtos de controle bioldgico ficaram dentro da normalidade para aplicacdo no
campo.

N&o ha incompatibilidade fisica na calda dos fungicidas com produtos de controle
bioldgico, quando a mesma ficou em agua em constante agitacao.

Os fungicidas interferiram mais efetiva e negativamente sobre o crescimento do
antagonista Bacillus do que do Trichoderma.

Os fungicidas associados aos antagonistas Trichoderma e Bacillus
proporcionaram maiores porcentagens de inibicdo do mofo branco (S.
sclerotiorum), quando comparados ao uso isolado dos fungicidas, bem como
inibiram nova producdo de esclerédios (indculo) e impediram a germinacao
carpogeénica das estruturas;

Dentre as metodologias testadas, 0 método de inoculagcdo com disco de BDA em
folhas destacadas de soja reproduziu de forma eficiente os sintomas da doencga e
pode demonstrar melhor o que pode acontecer no campo com a aplicacéo,
principalmente, das misturas nas plantas de soja visando o controle do mofo
branco;

Todos os isolados de S. sclerotiorum mostraram-se altamente sensiveis aos
fungicidas quanto ao crescimento micelial, com exce¢do dos isolados de Jaciara
— MT e Muitos Cap@es — RS que engquadraram-se como moderadamente sensiveis
especificamente ao tiofanato-metilico;

Os isolados mostraram-se moderadamente sensiveis aos fungicidas quando
testados para o controle da severidade da doenga, com excecdo dos isolados de
Pilar do Sul — SP e de Muitos Capdes — RS que foram pouco sensiveis ao
fluazinam e tiofanato-metilico;

Na germinacdo carpogénica, os isolados comportaram-se desde altamente
sensiveis a pouco sensiveis aos fungicidas, em especial o de Muitos Cap8es-RS

foi pouco sensivel aos fungicidas fluazinam, procimidona e tiofanato-metilico.
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