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RESUMO

TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA COM INSUMOS BIOLOGICOS NO
TOMBAMENTO DE PLANTULAS CAUSADO POR Sclerotium rolfsii

Autora: Karen Aline da Rosa Achilles
Orientadora: Luciana Zago Ethur
Itaqui, 14 de agosto de 2014.

A soja € uma cultura de grande relevancia na balanca comercial brasileira e o fungo
Sclerotium rolfsii, € responsavel por podriddo do colo e tombamento de plantulas,
causando danos em larga escala. A fim de reduzir o in6culo emprega-se o controle
biolégico, e fungos do género Trichoderma sdo um exemplo de agentes
controladores. A pesquisa teve como objetivo avaliar a acdo de insumos biol6gicos
no tratamento de sementes de soja contra o tombamento de plantulas causado por
S. rolfsii. Para a colonizacdo do solo foram empregadas doses de O, 2, 8 e 16
gramas de in6culo de S. rolfsii. A semeadura ocorreu ap6s a colonizagdo do fungo
no solo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 (tratamento de sementes) x 4 (doses - in6culo) com 4 repeticdes. Os
tratamentos foram: T1= sementes sem tratamento; T2= Trichoderma; T3=
inoculante; T4= Trichoderma + inoculante; T5= fungicida. Avaliou-se o niumero de
plantas emergidas, tombamento, indice de velocidade de emergéncia e peso de
massa verde e massa seca da raiz e parte aérea. Os tratamentos de semente nao
apresentaram resultados de estimulo ao crescimento inicial de plantulas de soja e as
doses do patégeno foram determinantes para a ocorréncia do tombamento de
plantulas. Portanto, o tratamento de sementes de soja com insumos bioldgicos para
o controle do patdgeno S. rolfsii quanto ao tombamento de plantulas, ndo foi
eficiente. O aumento nas doses do patdégeno interferiu inibindo a emergéncia e o
crescimento inicial de plantulas de soja, além de ter aumentado o tombamento de

pré e pés-emergéncia em soja.

Palavras-chave: Fungo de solo, podriddo de colo, controle biolégico.



ABSTRACT

TREATMENT OF SOYBEAN SEEDS WHIT BIOLOGICAL INPUTS NO
SEEDLINGS DAMPING OFF CAUSED BY Sclerotium rolfsii

Author: Karen Aline da Rosa Achilles
Advisor: Luciana Zago Ethur
Data: Itaqui, August 14, 2014.

Soybean is a crop of great relevance in the Brazilian and the fungus Sclerotium rolfsii
is responsible for collar rot and seedling damping off, causing large-scale damage. In
order to reduce the inoculum employed as biological control and fungi of the genus
Trichoderma are an example of controlling agents. The research aimed to evaluate
the effects of biological in treating soybean seeds against damping off of seedlings
caused by S. rolfsii. For the colonization of soil doses of 0, 2, 8 and 16 grams of
inoculum of S. rolfsii were employed. Sowing occurred after colonization by the
fungus soil. The experimental design was completely randomized, factorial 5 (seed
treatment) x 4 (doses - pathogen) with four replications. The treatments were: T1 =
untreated seeds; T2 = Trichoderma; T3 = inoculant; T4 = Trichoderma + inoculant;
T5 = fungicide. It was evaluated the number of emerged plants, damping off, speed
of emergence and weight green and dry of roots and shoots. The seed treatments
showed no results to encourage the early growth of soybean seedlings and doses of
the pathogen were determinants for the occurrence of seedling damping off.
Therefore, treatment of seeds with biological was not efficient in the control of the
pathogen S. rolfsii, in the seedlings damping off. Increasing doses of the pathogen
interfered inhibiting the emergence and early growth of soybean seedlings and

increasing doses the registration seedling damping off.

Keywords: soil fungus, rot lap, biological control.
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1 INTRODUCAO

A soja é uma cultura de grande relevancia na balanca comercial brasileira e no
suprimento do mercado interno. Varios fatores limitam e afetam a produtividade e
qualidade da soja, dentre eles destacam-se as doencas. A expanséo de novas areas
agricolas, a ativacdo da monocultura e a adocao de préticas incorretas de manejo
proporcionam o aumento do numero de doencgas e os niveis de danos causados por
fitopatdgenos presentes no meio ambiente. As condicbes climaticas, a época de
semeadura e as praticas agrondémicas empregadas influenciam na ocorréncia e
importancia econdmica das doencas, que variam de ano apés ano (CARNEIRO e
LIMA, 2011).

Na cultura da soja, o fungo Sclerotium rolfsii, € responsavel por podridées de
colo e raizes, murcha e tombamento de plantulas. O S. rolfsii ocorre em vérias
culturas, causando danos em larga escala. Este fitopatdgeno ocasiona danos na
planta pela destruicdo do cortex das mesmas, levando-as a morte (MARTINS et al.,
2010). Em condicbes de umidade, origina-se sobre as lesées um micélio branco de
aspecto cotonoso, com presenca de estruturas de resisténcia denominadas
esclerocios. Os sintomas da doenca iniciam no colo da planta ao nivel do solo e
caracterizam-se por lesdes marrom-escuras e aquosas, que avancam da raiz
principal ao caule, com consequente destruicdo do coOrtex e raiz principal
(CARNEIRO e LIMA, 2011). O fitopatdégeno infecta as plantas através da invasao do
espaco inter e intracelular provocando manchas escuras com consequente podridao
do colo da planta, murcha e consequente morte da planta (MARTINS et al., 2010).

E um patdgeno de dificil controle, pois forma esclerédios, que s&o estruturas de
resisténcia, com capacidade de sobrevivéncia por longos periodos no solo, sob
condi¢cdes adversas. Dentre as medidas de controle deste fungo estd o controle
bioldgico, que visa reduzir os prejuizos ocasionados por Sclerotium rolfsii através da
insercdo de espécies antagbnicas no meio que o fungo encontra-se hospedado
(ADANDONON et al., 2006; MISHRA et al., 2011). A fim de reduzir o indculo ou as
atividades de determinada doenca provocada por um patdégeno ou parasita,
emprega-se o controle biologico, podendo ser realizado naturalmente ou através da

manipulagcdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista. Os mecanismos deste
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método podem ocorrer simultaneamente durante todo o processo de vida do
antagonista (AVILA, 2005).

O fungo do género Trichoderma é um exemplo de agente de controle biolégico,
pois, é oportunista, simbionte de plantas, forte competidor no ambiente do solo,
sendo capaz de degradar a parede celular de outros fungos através de suas
enzimas degradadoras, e produzir antibiéticos, podendo parasitar fungos
fitopatogénicos (KUMAR et al., 2012).

Tendo em vista a utilizacdo de antagonistas no controle de fitopatégenos
causadores de doencas e por promover o crescimento, a germinagéo, a emergéncia
e o desenvolvimento de plantas (BRAND, 2009), o trabalho proposto poderéa
contribuir para a escolha de um método eficiente no controle de Sclerotium rolfsii na
cultura de soja, tornando possivel reduzir ou evitar possiveis podriddes ou
tombamentos.

A partir do exposto, a pesquisa teve como objetivo avaliar a acdo de insumos
bioldgicos no tratamento de sementes de soja contra o tombamento de plantulas

causado por Sclerotium rolfsii.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da soja e sua importancia

A soja (Glycine max L.) é a cultura de maior expressdo econbémica para a
economia brasileira, a safra atual aponta uma producéo de 86.273,2 toneladas,
representando um incremento de 5,9% em relacdo a safra 2012/13. Esta producéo
deriva de uma area plantada total de 30.110,2 hectares. Dados de producéo
divulgados no més de Julho/2014 resultaram em crescimento de 8,6% na area
colhida, reducdo na produtividade média de 2,5%, comparativamente ao exercicio
da safra passada. Na Regido Sul a area cultivada atingiu 10.500,8 hectares,
apresentando um incremento de 6,2% em relacdo ao ano anterior. No Rio Grande
do Sul, terceiro maior produtor, a despeito do forte incremento observado na area
plantada e o fato de que a implantacdo da lavoura ocorreu dentro do periodo
considerado ideal para a cultura, a ma distribuicdo das chuvas ao longo do ciclo
produtivo prejudicou o desenvolvimento da cultura na maioria das regides
produtoras, provocando reducéo de 4% nos niveis de produtividade (CONAB, 2014).

Nos ultimos anos, a cultura da soja estd sofrendo grandes exigéncias, de
maneira crescente, em relacdo a um maior grau de conhecimento técnico e
acompanhamento pratico no campo. A variabilidade climética e o nivel tecnoldgico
adotado explicam as flutuagbes no rendimento dos graos. Torna-se importante levar
em consideracdo o tipo de solo, déficit hidrico, insolacdo, temperatura e ciclo das
cultivares como principais variaveis de definicdo para a producdo (UFGRS, 2009).

Dentre os principais fatores limitantes na obtencao de altas produtividades na
cultura de soja encontram-se as doencgas, que geralmente sédo de dificil controle. A
importancia econdémica de cada doenca varia conforme o0 ano e a regiao produtora,
levando em consideracdo as condicbes climaticas de cada safra agricola
(EMBRAPA SOJA, 2001).

A maioria dos patdégenos é transmitida através das sementes, portanto o
emprego de sementes sadias ou o tratamento de sementes é essencial para a
prevencao ou reducdo das doencas (EMBRAPA SOJA, 2001).
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2.2 Doencas fangicas em soja

O desenvolvimento e a producdo de uma espécie vegetal dependem do seu
genaotipo e das condi¢cdes ambientais que atuam direta ou indiretamente sobre suas
caracteristicas. Os fatores associados ao clima, ao solo e ao cultivo podem acometer
ao ataque de patégenos (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

A agua presente no solo € o modo mais atuante de umidade que predispde as
plantas a infeccdo por agentes fitopatogénicos. A duracdo e a intensidade do
estresse hidrico podem ter efeito direto sobre o hospedeiro. O excesso da agua e a
inundacédo do solo diminuem a disponibilidade de oxigénio disponivel para as raizes,
comprometendo seu desenvolvimento e consequentemente o fluxo de agua e
nutrientes. As podriddes radiculares causadas por Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia e Sclerotium, em inUmeras espécies vegetais, sdo mais severas quando
0s solos estdo encharcados. A presenca de altos teores de agua no solo pode
contribuir para aumentar a suculéncia dos tecidos, proporcionando a penetracdo e
colonizacédo por patégenos (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

O episédio de temperaturas extremas (altas ou baixas) no periodo que
antecede a infeccdo pode alterar a suscetibilidade das plantas a doencas. O alto
aguecimento suprime ou reduz a formacéao de fitoalexinas pela planta, favorecendo a
atividade de patogenos (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

A variacdo da suscetibilidade em funcdo da temperatura pode ser atribuida a
diversas causas, dentre elas o bloqueio a formacdo de compostos fendlicos pela
planta e o desenvolvimento de mecanismos estruturais que inibem a colonizacédo do
tecido vegetal pelo patégeno (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

2.3 Podriddes de raiz e colo

As podriddes de raiz e colo afetam o sistema radicular e em alguns casos, o
colo da planta. Os danos comprometem a absorcdo de &gua e nutrientes,
interferindo o desenvolvimento normal da planta (AMORIM et al., 2011).

As plantas afetadas por agentes causais de podriddes exibem sintomas
reflexos na parte aérea. A sintomatologia caracteristica € observada primeiramente
nas folhas, na forma de murcha, amarelecimento, deficiéncia mineral, seca e morte.

Quando for observada a murcha nas folhas deve-se proceder ao exame do sistema
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radicular, buscando identificar escurecimento e podridao das raizes ou radicelas. Os
primeiros sintomas manifestam-se nas raizes mais novas, com um escurecimento,
progredindo para as mais velhas posteriormente. Este escurecimento é gradual,
iniciando com tonalidade marrom claro, acentuando-se com o progresso da doenca.
Em alguns casos, ocorre o surgimento de pequenas lesdes necréticas de coloracao
marrom, que gradativamente aumentam de tamanho, iniciando o processo de
podriddo (AMORIM et al., 2011).

Na podridédo de colo, as lesbes surgem no caule e localizam-se baixo ou acima
do solo. Essas lesGes sao deprimidas, de coloracdo marrom, e estruturas do fungo
podem estar integradas as mesmas. Em condicbes de campo, essas podriddes
ocorrem geralmente em areas localizadas, onde se encontra maior concentracdo do

in6culo do patdégeno, ou seja, em reboleiras (AMORIM et al., 2011).

2.4 Tombamento de mudas

O tombamento é comum em todas as regides produtoras de soja do Brasil.
Condicbes de umidade e alta temperatura no solo e locais onde ha resteva em
decomposicdo favorecem sua ocorréncia. Resulta de uma podriddo mole, aquosa,
que geralmente inicia-se logo abaixo do solo (GAZZONI e YORINIORI, 1995).
Plantulas afetadas murcham e, ao serem puxadas, rompem-se com facilidade na
area lesionada. Ocorre presenca de micélio branco e esclerddios, de cerca de 1mm,
de coloracdo branca a castanho escura. ApGs o fechamento das ruas na lavoura, o
fungo Sclerotium rolfsii desenvolve-se nos substratos organicos que se encontram
em decomposicdo no campo, localizados proximo ao colo da soja (KIMATI et al.,
2005).

Plantas afetadas por doencas de natureza bidtica ou abiética sofrem problemas
nas suas funcdes fisioldgicas, levando ao desenvolvimento de diferentes sintomas. A
capacidade fotossintética da planta € reduzida em muitas lesdes ocasionadas por
fungos e bactérias, mas permanece nas partes onde a clorofila ndo foi destruida.
Todas as partes vivas das células demandam agua em abundancia e grande
qguantidade de nutrientes. Varios patdgenos interferem os caminhos da translocacéao
de 4gua e nutrientes organicos e inorganicos para as plantas, atingindo os vasos do
xilema na é&rea infectada, resultando na ndo absorcdo desses materiais. As partes

doentes serdo incapazes de continuar suas funcdes fisiologicas e irdo negar o
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restante da planta de receber tais fungbes, levando a morte da planta. Quando o
movimento da agua para as folhas é inibido as folhas ndo poderdo realizar a
fotossintese, podendo esta ser reduzida ou paralisada, e consequentemente nao
ocorrera suprimento de nutrientes para o desenvolvimento das raizes, tornando-as
doentes e logo a levando & morte (ZAMBOLIM et al., 2012).

Patdogenos como Sclerotium rolfsii atacam a raiz, causando deficiéncias ou
interrupcéo total na absorcdo de agua e sais minerais, eventualmente atacam o colo
da planta, junto ou proximo ao solo (PUTZKE e PUTZKE, 2004). A gquantidade de
raizes injuriadas afeta diretamente o seu funcionamento, bem como decresce
proporcionalmente a quantidade de agua absorvida (ZAMBOLIM et al., 2012).

O maior prejuizo acontece quando 0 ataque ocorre em sementes em processo
de germinacéo e/ou plantulas, tornando-se facil identificar sua ocorréncia quando se
constata o insucesso na germinacao ou emergéncia da planta em determinada area.
No momento em que as sementes irdo germinar ocorre uma falha destas,
consequentemente ficam moles e amarronzadas, encolhem e finalmente
desintegram-se. O tombamento de pré-emergéncia ocorre antes de a plantula sair
do solo, pois surgem manchas escuras e aquosas que se alargam rapidamente em
varios pontos, colapsando e matando as células (PUTZKE e PUTZKE, 2004).

Mudas que ja emergiram séo infectadas nas partes abaixo do nivel do solo,
tornando-se descoloridas (areas afetadas), colapsando as células. A area afetada
torna-se mais fina que a area nao afetada e por conta da auséncia de sustentacao, a
parte aérea da muda tomba e com o avanco do patégeno, morre. Em plantas adultas
ocorrem pequenas lesBes caulinares, necrosando a area ou pequenas raizes e
radicelas sdo atacadas e mortas, gerando murcha ou morte das partes aéreas
associadas (PUTZKE e PUTZKE, 2004).

2.5 Sclerotium rolfsii

O género Sclerotium consiste em um grupo polifilético, quanto a sua
caracteristica morfoloégica ndo apresenta reproducédo por esporos, pois produzem
esclerdédios esféricos como estruturas de sobrevivéncia no solo, conforme a figura 1
(AMORIM et al., 2011).
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Fonte: Bergamin Filho et al., 1995.

FIGURA 1. Estruturas formadas por hifas agregadas: (A) esclerddio; (B) corte transversal do
esclerédio; (C-E) cortes longitudinais de estromas; (F) corte longitudinal de rizomorfo; (G)
detalhe de corte longitudinal de rizomorfo.

O esclerddio constitui-se de uma massa compacta de hifas, comumente
arredondada, de consisténcia firme, sendo que a camada externa normalmente é
altamente melanizada, que desempenha um importante papel na sobrevivéncia dos
fungos veiculados pelo solo. Esta camada melanizada confere protecdo a
dessecacdo e raios solares propiciando ao esclerdcio capacidade de resisténcia
e/ou sobrevivéncia as diversas condices ambientais. O esclerédio permanece no
solo de forma dormente, porém continua viavel por muitos anos, germinando e
formando micélio quando as condigbes ambientais estiverem favoraveis ao seu
desenvolvimento (ZAMBOLIM et al., 2012).

O patdgeno é disseminado através de implementos agricolas, calcados sujos
com solo e materiais de propagacao contaminados. O ciclo da doenca inicia com a
germinacao do esclerddio, através do crescimento radial das hifas na superficie do
solo, conforme a figura 2 (VISCARDI, 2013).
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Figura 2. Ciclo do fungo Sclerotium rolfsii em plantas.

2.6 Controle bioldgico

O controle biolégico realizado na prevencao de doencas de plantas baseia-se
na reducdo de indculo ou das atividades determinadas da doenca, realizada pelo
emprego de um antagonista ou através de organismos que ndo sejam o homem
(COOK e BAKER, 1983). Em sistemas naturais, microrganismos antagonistas
proporcionam equilibrio populacional de organismos patogénicos e o controle
bioloégico explora e maneja os antagonistas a fim de obter bons resultados no
sistema agricola (MATHRE et al., 1999).

A interagdo entre organismos onde individuos de uma populacdo secretam
metabalitos capazes de inibir ou impedir os individuos de outra espécie denomina-se
antibiose. Tais metabolitos, denominados antibioticos, inibem o crescimento de

patogenos. Espécies do género Trichoderma séo capazes de secretar 100 diferentes
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antibiéticos, com capacidade de inibicdo sobre diferentes espécies de fungos
patogénicos (AMORIM et al., 2011).

O controle biologico raramente erradica os patdogenos, o controle depende da
manipulacdo do equilibrio biolégico existente no solo. Quanto maior e mais variada
for a populagcdo microbiana presente no solo, as chances de sucesso do controle
biolégico sdo aumentadas. A intensificacdo das atividades antagonistas presentes
no solo promove uma melhor manipulacdo do ambiente, assim sendo, sugere-se
empregar rotacdo de culturas; acréscimo de substratos organicos que estimulem os
antagonistas; alteracdo do pH do solo a um nivel favoravel aos antagonistas e
desfavoravel aos patégenos; emprego de métodos que melhorem a estrutura do
solo; escolha da época de semeadura que seja favoravel ao desenvolvimento do
hospedeiro e dos antagonistas que do patdgeno; acréscimo de materiais organicos
que, através da competicdo possam reduzir a disponibilidade de nitrogénio; correta
utilizagéo da irrigagdo (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

O tratamento de sementes com antagonistas pode promover a protecdo
durante a germinacdo, emergéncia, emissao de raizes e brotos. Existem indicios
gue 0s antagonistas protegem as sementes, mas nao o sistema radicular. Um
antagonista amplamente estudado para o tratamento de sementes é o fungo
Trichoderma. Tanto em pré ou pds-emergéncia, o tratamento com esporos deste
fungo oferece vantagem competitiva na colonizacdo da espermosfera e das raizes
de plantulas, no minimo por um periodo suficiente para que as plantulas sobrevivam
do ataque de parasitas ndo especializados (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

2.7 Trichoderma no controle de Sclerotium rolfsii

Trichoderma spp. sé@o fungos que possuem vida livre, podem estar em varios
lugares ao mesmo tempo e sdo altamente interativos na raiz e solo, bem como no
interior das plantas. A incidéncia de tombamento de plantas e a severidade de
doencas causadas por patdogenos de solo como Fusarium, Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotium e Sclerotinia, sdo reduzidos com a aplicacdo de produtos a
base de Trichoderma. Estes produtos podem ser empregados no tratamento de
substratos e sementes e na pulverizacdo da parte aérea das plantas (BETTIOL e
MORANDI, 2009).
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O emprego de isolados de Trichoderma ndo deve ser considerado como
solucdo definitiva no controle de doencas ocasionadas por patégenos de solo, mas
como uma ferramenta no manejo das doencas. Esse antagonista atua como medida
preventiva porque inativa os esclerddios que irdo produzir esporos para infectar o
hospedeiro. Dessa maneira, uma menor incidéncia e/ou severidade de doenga
ocorrerd no campo, potencializando outras medidas de manejo (BETTIOL e
MORANDI, 2009).

2.8 Importancia do Inoculante para a cultura da soja

A inoculacdo de Bradyrhizobium na cultura da soja é uma prética indispenséavel
em area de primeiro ano de cultivo da leguminosa. Todavia, a aplicacao tradicional
nas sementes nem sempre € eficiente, principalmente quando ocorre aplicacdo
conjunta de rizébio com fungicidas, inseticidas e micronutrientes, que podem causar
toxidez as bactérias e danos irreversiveis as sementes (REUNIAO DE PESQUISA
DE SOJA DA REGIAO SUL, 2002).

A diluicdo do inoculante na &gua, para aplicacdo no sulco da semeadura
melhora a distribui¢cdo do rizébio na semente e no solo, afastando-se da superficie e
posicionando-o onde ocorre menor oscilagdo de temperatura e umidade ficando
melhor localizado para infectar as raizes de soja. Quando a inoculacéo é realizada
apenas nas sementes de soja a nodulacdo inicial ocorre nos primeiros pelos
radiculares e degenera-se antes da completa formacéo dos graos. Independente da
forma de aplicagdo sabe-se que o0s ganhos em produtividade sdo menos
expressivos em solos de areas ja cultivadas anteriormente do que em solos de
primeiro cultivo (REUNIAO DE PESQUISA DE SOJA DA REGIAO SUL, 2002).

A populacdo de células da bactéria na semente pode ser incrementada atraves
do aumento da quantidade e qualidade do inoculante e através da protecao
populacional da bactéria na semente (CAMPO, 2000).

O cultivo da soja enriquece as populacdes de Bradyrhizobium nos solos. Tais
bactérias apresentam persisténcia elevada, além da disperséo dos estirpes de areas
cultivadas para areas puras. O sucesso da inoculacdo depende da qualidade dos
inoculantes que devem ser fabricados com estirpes que apresentam um padréo
minimo de células de rizébio e da capacidade de competicdo entre as novas estirpes
de soja e as estirpes naturalizadas do solo (CAMPOS e GNATTA, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de dezembro de 2013 a fevereiro de
2014, no laboratério de Fitopatologia e Microbiologia do Solo do Campus Itaqui da
UNIPAMPA.

3.1 Preparo do inéculo de Sclerotium rolfsii

Realizou-se inicialmente o preparo do indéculo do fitopatégeno, utilizando
isolado de Sclerotium rolfsii presente na micoteca do laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia do Solo do Campus Itaqui/lUNIPAMPA. Inicialmente foi necessério
repicar o fungo para placas de petri previamente preparadas com meio agar. As
placas de petri foram colocadas em camara climatizada a 25°C, por sete dias, até o
fungo desenvolver-se sobre toda a placa. Posteriormente, foram retirados discos,
com um perfurador de rolha, do meio de cultura contendo micélio do fungo e
transferidos para erlenmeyers com capacidade de 250 mL, contendo 30 g de arroz e
15 mL de agua destilada, previamente autoclavados, a temperatura de 121°C, por 40
minutos (Figura 3 A). Colocaram-se o0s erlenmeyers em camara climatizada, com
temperatura de 25°C, até o pleno desenvolvimento do fungo sobre o arroz (Figura 3
B).

Fonte: Antonini, 2013.
FIGURA 3. Preparo dos indculos de Sclerotium rolfsii (A e B).
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3.2 Formulados empregados no tratamento de sementes

a) Formulado de Trichoderma spp. liquido: inoculante Trichodel-Solo,
constituido por células viaveis de linhagens selecionas do fungo Trichoderma spp.,
um agente natural do solo com potencial no controle de doengas fangicas nocivas as
culturas agricolas. Apresenta 1 x 10° UFC por mL.

b) Formulado de Bradyrhizobium japonicum: inoculante liquido a base de
estirpes Semias — 5079 e 5080, contendo biopolimeros de protecdo para as

bactérias. Concentracdo de 6 bilhdes de células por ml.

3.3 Organizacao do experimento

O solo utilizado no experimento foi um plintossolo coletado no Campus Itaqui,
sendo este devidamente peneirado. Para a colonizacdo do solo foram empregadas
doses de 0, 2, 8 e 16 gramas de inoculo de Sclerotium rolfsii respectivamente,
retirados dos erlenmeyers anteriormente preparados. As dosagens de indculo foram
misturadas separadamente a 450g de solo de cada gerbox. O solo de cada gerbox
foi analisado diariamente a fim de constatar a umidade e o desenvolvimento do
fungo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
5 (tratamentos de semente) x 4 (concentracdes de in6culo), com 4 repeticdes.

Os tratamentos foram o0s seguintes: Tl= sementes sem tratamento; T2=
Trichoderma; T3= inoculante; T4= Trichoderma + inoculante; T5= fungicida. O
tratamento das 320 sementes se deu com 0,3 mL de formulado a base de
Trichoderma spp. (tratamentos 2 e 4), 0,12 mL de inoculante liquido de
Bradyrhizobium (tratamentos 3 e 4) e 0,608 mL do fungicida derosal que é indicado
para a cultura (tratamento 5). A semeadura das sementes de soja cultivar Poténcia
foi realizada em gerbox, manualmente com o auxilio de uma pin¢ca, com 20

sementes/gerbox, apos ocorrer a colonizagao do fungo no solo (Figura 4).
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Fonte: Antonini, 2013.
FIGURA 4. Colonizacao do fungo Sclerotium rolfsii no solo.

Apos a semeadura, todos os gerbox foram organizados sobre a bancada do

laboratério, sendo expostos a temperatura e iluminacdo ambiente.

3.4 Avaliacbes

O monitoramento e avaliacdo das plantas ocorreram diariamente. Foi levado
em consideracdo o numero de plantulas emergidas, numero de plantulas tombadas
e o indice de velocidade de emergéncia.

Para o tombamento de pré-emergéncia foi avaliado o niumero de plantas que
emergiram no tratamento em funcdo do nimero de sementes que germinaram na
testemunha e para o tombamento de pds-emergéncia levou-se em consideracao o
namero de plantulas que apresentaram os sintomas da doenca em cada gerbox.

O indice de velocidade de emergéncia foi obtido pelo somatério de plantulas
emergidas diariamente, dividido pelo nimero de dias transcorridos da semeadura
(05/01/14) até a data da ultima avaliagcao (11/01/14).

Para o peso de massa verde e massa seca de parte aérea e de raiz, foram
utilizadas duas plantas de cada gerbox, porque na dose de inoculo de 16g

permaneceu apenas esse nimero de plantas por gerbox.
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3.5 Anédlise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado e os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias
pelo teste de Tukey. Os dados de percentagem foram transformados para arco seno
= raiz quadrada de x e os demais dados (com excecdo do indice de velocidade de
emergéncia) para x = raiz quadrada de x. Foi utilizado o programa estatistico
ASSISTAT.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu interacdo entre os fatores tratamentos de sementes de soja com
insumos bioldgicos e diferentes doses de inéculo do patdgeno, quanto a massa seca
de raiz e de parte aérea (Tabela 1). Para as demais variaveis analisadas apenas o

fator diferentes doses de inéculo do patégeno, foi significativo (Tabela 1).

TABELA 1. Quadrado médio da emergéncia (E), massa verde da raiz (MVR), massa
verde da parte aérea (MVPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca da
parte aérea (MSPA), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
tombamento 1% avaliacdo (TB 1a) e 2% avaliagdo (TB 2a) em plantulas de
soja, com tratamentos biolégicos de sementes, em solo com diferentes
doses de Sclerotium rolfsii.

oM
FV GL E MVR MVPA MSR MSPA IVE TBla TB?2a
Tratamentos 4 0,49™ 0,04™ 0,78"™ 0,03™ 0,01"™ 4,18™ 4,00™ 3,13™
Doses 3 25,77  9,61* 19,56** 2,15%* 0,74* 110,40 75,47* 177,02**
Interacéo
Tratamentos x 12 0,43™ 0,13™ 0,55™ 0,08* 0,03* 5,50 1,49™ 1,92™
Doses
Erro 60 0,47 0,09 0,68 0,04 0,01 3,52 1,83 1,49
CV (%) 16,11 27,69 45,06 30,15 17,78 29,71 58,08 30,04

** @ * = diferem estatisticamente pelo teste F a p<0,01 e p<0,05, respectivamente; ns: ndo significativo; F.V. =
fontes de variagdo; G.L.= graus de liberdade; C.V. = coeficiente de variagdo.

A interagao entre os fatores tratamentos e doses teve efeito significativo apenas
na massa seca de raiz e parte aérea, indicando que as doses de inoculo afetam o
aumento de massa (Tabela 1). Sousa (2012) observou um aumento significativo no
ganho de massa seca de raiz e parte aérea e a diminuicdo do numero de
esclerodios de Sclerotium rolfsii quando empregou tratamentos com Trichoderma
harzianum.

O fator doses de inoculo foi significativo em todas as variaveis avaliadas,
indicando a interferéncia do patdégeno na emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia, massa verde e seca das raizes e parte aérea das plantulas e

tombamento. Dados semelhantes foram obtidos por Sousa (2012) na cultura do
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alho, quanto maior o nimero de esclerdcios presentes no solo, maior o numero de
plantas infectadas. Morcelli (2012) encontrou resultados semelhantes quanto as
doses do indéculo, a medida que o numero de esclerédios no solo aumenta
consequentemente ter-se-a uma maior severidade da doenca.

Observou-se que para as variaveis peso de massa seca de raiz e massa seca
de parte aérea (Tabela 2), tanto os tratamentos de semente quanto as doses de

in6culo do patdégeno interferiram no crescimento inicial da soja.

Tabela 2. Massa seca de raiz e massa seca de parte aérea de plantulas de soja com
tratamento de sementes com insumos biol6gicos em solo inoculado com
diferentes doses de Sclerotium rolfsii.

Massa seca de raiz

Doses de Sclerotium rolfsii (g)

Tratamentos 0 2 8 16
Testemunha 0,7 bA 0,7 aA 0,3 aA 0,2 aA
Trichoderma 1,5aA 0,3 aB 0,3 aB 0,2 aB
Inoculante 1,4 abA 0,1aB 0,3 aB 0,04 aB
Inoculante + Trichoderma 1,9 aA 0,2 aB 0,4 aB 0,2 aB
Fungicida 1,5 abA 0,4 aB 0,4 aB 0,1aB

Massa seca de parte aérea

Doses de Sclerotium rolfsii (g)

Tratamentos 0 2 8 16

Testemunha 0,8 aA 0,4 aBC 0,5 abAB 0,2 aC
Trichoderma 0,9 aA 0,5aA 0,4 bB 0,3 aB
Inoculante 0,9 aA 0,9 aA 0,3 bB 0,2 aB
Inoculante + Trichoderma 0,8 aA 0,8 aA 0,7 abA 0,2 aB
Fungicida 0,7 aA 0,7 aA 0,8 aA 0,2 aB

* Médias seguidas na coluna pela mesma letra minuscula e mesma letra maidscula nas linhas ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Para massa seca de raiz os tratamentos interferiram apenas na dose 0 do
patbgeno, quando o tratamento com Inoculante + Trichoderma apresentou
acréscimo superior a 100% quando comparado com a testemunha. Resultado
semelhante foi encontrado por Remuska e Pria (2007), em que o Trichoderma
apresentou uma porcentagem significativa de inibicdo do patdgeno Sclerotium rolfsii
na dose 0 gramas. Ndo houve um aumento significativo na massa seca de raiz e
parte aérea em resposta ao Trichoderma, este resultado foi averiguado inclusive por

Kleifeld e Chet (1992). Espécies do género Trichoderma sédo capazes de produzir
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antibiéticos, competir por nichos ecologicos, utilizar outros microrganismos como
alimento e até promoverem a inducdo de defesa da planta contra diversos
patogenos (HOWELL, 2003).

O Unico tratamento que nao apresentou diferenca significativa nas quatro doses
de in6culo do patégeno foi o testemunha, mostrando que os tratamentos de semente
interferiram de alguma forma no crescimento inicial da soja estando ou ndo em
contato com o patdgeno (Tabela 2). Segundo Bergamin Filho et al. (1995), o uso de
produtos biolégicos e quimicos no tratamento de solo, sementes ou em 0Orgaos de
propagacgéo vegetativa, constitui-se numa forma potencial de controle capaz de
minimizar os danos provocados pelas doencas fungicas.

Para as andlises de massa seca de parte aérea, somente em solo colonizado
com 8 gramas de inoculo do patdgeno, o tratamento com fungicida apresentou um
acréscimo de 60% na massa seca, ndo diferindo estatisticamente da dose zero
gramas (Tabela 2). Na dose de 16 gramas o fungicida ndo preveniu adequadamente
o ataque do fungo (Tabela 2). Pinto (2002) empregou os fungicidas Thiabendazole,
Difenoconazole, Fludioxonil, Carbendazim, Metalaxyl, Benomyl e Tiofanato metilico
e concluiu que ndo houve reducdo na producao de esclerédios de Sclerotium rolfsii e
tombamento de plantulas de sorgo. A massa seca de parte aérea apresentou uma
diminuic&o consideravel e significativa na dose de 16g do inéculo (Tabela 2).

Observaram-se diferencas significativas entre as diferentes doses de in6culo de
S. rolfsii para as variaveis: emergéncia, tombamento de plantulas e massa verde de

raiz e de parte aérea (Tabela 3).

TABELA 3. Médias de emergéncia (E), tombamento 1% avaliagdo (TB 1a),
tombamento 2% avaliacdo (TB 2a), massa verde de raiz (MVR), massa
verde parte aérea (MVPA) em plantulas de soja submetidas a tratamentos
biologicos de sementes em solo com diferentes doses de Sclerotium
rolfsii .

DOSES DE Sclerotium

[+) 0, 0,
rolfsii (g) E (%) TB1a(%)  TB2a(%) MVR (g) MVPA (g)
0 91,3 a* 0,0c 0,0d 49a 8,7a
2 54,8 b 17,0 a 33,5b 0,9b 1,9 b
8 66,9 b 18,0 a 48,3 a 0,9b 3,1b
16 253 ¢ 4,5b 17,3 ¢ 0,4c 1,2 b

*Médias seguidas na coluna pela mesma letra miniscula nao diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade
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As andlises de peso de massa verde de raiz e de parte aérea mostraram que
as plantas foram gravemente afetadas pela presenca do patdgeno, porque as doses
de in6culo interferiram ocasionado diminuicdo de massa verde (Tabela 3).

A emergéncia das plantulas foi seriamente afetada pelas doses de in6culo,
sendo que na dose de 16 gramas observou-se uma acentuada reducao de 72% na
emergéncia quando comparado ao tratamento testemunha, evidenciando que a alta
infestacdo por S. rolfsii deva ter acarretado tombamento de pré-emergéncia (Tabela
3). Resultados semelhantes foram observados por Mafia et al. (2007), onde
plantulas de espécies florestais obtiveram uma diminuicAo na porcentagem
germinativa das sementes quando incubadas com o patdgeno Sclerotium rolfsii,
onde 77% das sementes ndo germinaram devido a ocorréncia do tombamento em
pré-emergéncia.

A medida que foram realizadas as observacdes e avaliacdo de tombamento de
pos-emergéncia, observou-se a ocorréncia de podriddes castanhas e aquosas nas
hastes das plantulas, desencadeando o tombamento das mesmas. No tratamento
testemunha as plantulas desenvolveram-se normalmente, sem desencadear
tombamento. Na primeira avaliacdo as plantulas foram afetadas pelas doses de 2 e
8 gramas de indculo, porém estas nao diferiram entre si. Na quinta avaliacdo, a dose
de 8 gramas desencadeou maior tombamento de plantulas quando comparadas as
demais doses. Resultado semelhante foi verificado por Barbosa (2009) em que a
concentracdo de inéculo de 8 gramas do fungo Sclerotium rolfsii apresentou maior
incidéncia da doenca em um mesmo periodo de tempo, quando comparado a 2
gramas de in6culo. Na dose de 16 gramas o numero de plantulas tombadas néo foi
elevado em comparacdo com as demais doses, pois 0 numero de plantulas
emergidas foi inferior as demais (Tabela 3), porém a doenca tende a se agravar a
medida que a dose de in6culo for igual ou maior que 16 gramas. Contudo, Barbosa
(2009) verificou que ocorreu uma tendéncia de estabilizacdo do patdogeno S. rolfsii
guando a dosagem de in6culo foi de 8 gramas, atingindo o valor maximo de
incidéncia da doenca nesta dose. O principal dano causado pelo tombamento é a
reducdo do estande, sendo necessario em algumas ocasides o replantio, porém este
procedimento eleva os custos de producéo da cultura (SUASSUNA e COUTINHO,
2006). Os danos por tombamento causados por Sclerotium rolfsii s&o mais intensos

em temperaturas mais elevadas (25-35°C), como observado neste experimento,
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resultando na destruicdo parcial ou total das raizes, cotilédones, hipocoétilos e
plumulas. Quando o solo é infestado pelo patégeno de Sclerotium rolfsii ocorrem
grandes perdas de produtividade, principalmente devido ao tombamento
(BIANCHINI et al., 1997).

Na primeira avaliacdo de tombamento, na presenca de 16 gramas de patdgeno
houve maior incidéncia de dano, constatando-se tombamento em 4,5% das

plantulas, num total de 21% das emergidas (Figura 5).

FIGURA 5. Primeira avaliagdo de tombamento em plantulas de soja, com
tratamentos bioloégicos de sementes. Plantulas com 0 gramas de
in6culo de S. rolfsii (A), 2 gramas (B), 8 gramas (C) e 16 gramas (D).

Na segunda avaliacdo de tombamento, na presenca de 16 gramas do fungo
observou-se a maior incidéncia, levando 17,3% das plantulas a tombarem, num total
de 21% emergidas (Figura 6). Isto mostra a severidade do patdgeno, sendo possivel

visualizar o alto indice de tombamento. No trabalho realizado por Barbosa (2009) a
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maior incidéncia foi com 8 gramas permanecendo constante até a dose de 16

gramas, ndo ocorrendo mais prejuizos as plantas.

FIGURA 6. Segunda avaliagdo de tombamento de plantulas de soja, com
tratamentos bioldgicos de sementes. Plantulas com 0 gramas de inoculo
(E), 2 gramas (F), 8 gramas (G) e 16 gramas (H).

O controle de doencas causadas por patdgenos veiculados pelo solo € uma
dificil tarefa, j& que o solo € um ambiente complexo (AMORIM, 2011). Torna-se
necessario averiguar outras medidas de controle para este fitopatdgeno. Segundo
Menezes et al. (2004), em condi¢des de solo adequadas (pH, textura e umidade) e
inexisténcia de fatores bidticos desfavoraveis, os biocontroladores tem capacidade
de crescer e multiplicar-se na rizosfera, controlando o fungo S. rolfsii, antes da
penetracdo no hospedeiro. Bettiol e Morandi (2009) obtiveram menor tombamento
de plantas de feijoeiro quando empregaram cama de aviario no cultivo, esta reduziu
a incidéncia e a severidade da doenca, porém a intensidade da doenca no
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experimento foi alta. Ainda segundo Bettiol e Morandi (2009) o controle biol6gico
natural do solo estimulado pelos residuos, expresso pela atividade microbiana
parece ser o principal fator relacionado a reducédo da acédo patogénica nas plantas.
Machado (1996) menciona que dentre o conjunto de praticas recomendadas para o
controle do tombamento, o tratamento das sementes com fungicidas eficientes tem
sido até o momento a principal medida adotada e a op¢do mais econdmica para
minimizar os efeitos da doenca. Segundo Putzke e Putzke (2004) algumas medidas
de controle empregadas para Sclerotium rolfsii como controle da umidade, aracdo
profunda, tratamento de sementes, maior espacamento entre plantas e controle
biologico podem auxiliar na diminuicdo ou erradicagdo do patdgeno, porém a

agressividade do patdégeno torna dificil o controle.

4.1 indice de velocidade de emergéncia (IVE)

O indice de velocidade de emergéncia de acordo com a adi¢cdo de doses de
in6culo apresentou declinio a medida que a dose de in6culo aumentou. Esse
prognostico tende a prosseguir conforme doses maiores de indculo do patégeno
forem sendo acrescentadas no solo (Figura 7).

IVE

10

L5 \ \
6 6,3 \
—|VE
a

y =-0,0118x3+ 0,2346x%- 1,022x+ 7,5 \ Polinémio (IVE)
RZ=1 2,9

indice de velocidade de emergéncia
(IVE)

Doses de indculo

FIGURA 7. Indice de velocidade de emergéncia de plantulas de soja utilizando
doses (em gramas) do patdégeno Sclerotium rolfsii.
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O IVE foi maior quando se empregou a dose de 8 gramas de patdgeno,
ocorrendo um pico de emergéncia neste momento, porém nao diferindo da dose de
2 gramas. Com a dosagem de 16 gramas ocorreu um grande declinio na velocidade
de emergéncia, evidenciando que conforme o fungo Sclerotium rolfsii torna-se
presente em maior quantidade no solo, as plantulas de soja tendem a suprimir sua
emergéncia, dificultando seu desenvolvimento. Este fato pode ter ocorrido pela
associacdo do fitopatdgeno as sementes, seja na superficie, no seu interior ou em
mistura, reduzindo a capacidade germinativa (SANTOS et al., 2001). O fungo pode
ter atuado no apodrecimento das sementes antes da germinacéo, ou atacando as
plantulas em pré-emergéncia, reduzindo o vigor das sementes através de infec¢édo
sistémica, conforme observado por Gomide et al. (1994).

Na dose zero gramas do patdégeno, o IVE foi menor porque as sementes
germinaram apos o inicio da emergéncia dos demais tratamentos. O in6culo do
patégeno utilizado foi preparado contendo arroz como substrato e quando esse foi
misturado ao solo, deve ter deixado 0 mesmo com maior teor de umidade do que o
tratamento testemunha, facilitando a emergéncia nas doses de 2 e 8g. Porém, esse

fator ndo ocorreu para o indculo de 16g de S. rolfsii.
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5 CONCLUSAO

O tratamento de sementes de soja com insumos biolégicos para o controle do
patégeno Sclerotium rolfsii quanto ao tombamento de plantulas, nao foi eficiente.

O aumento nas doses do patdgeno interferiu inibindo a emergéncia e o
crescimento inicial de plantulas de soja, além de ter aumentado o tombamento de

pré e pds-emergéncia em soja.
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