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RESUMO

MANTELI, Claudia. Tratamentos de sementes com produtos fitossanitarios e
biolégicos no controle de Fusarium tucumaniae em soja. 98 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Programa de Pés-Graduacgéo em Agronomia (Area de Concentragéo:
Producéo vegetal), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2019.

A soja é a principal commodity agricola mundial, expandiu-se devido a sua
adaptabilidade e emprego de tecnologias que abrangem da semeadura a colheita.
Concomitantemente, houve aumento do numero de fitopatdgenos que a acometem.
As sementes sao o principal veiculo de transporte e transmissdo dos mesmos. Entre
estes, o Fusarium tucumaniae, um dos agentes causais da podridao vermelha da raiz,
tem alta severidade e dificil controle. Visando seu controle, recomenda-se tratamento
de sementes com fungicidas. A inoculagdo de sementes com agentes bioldgicos,
principalmente dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum, sdo recomendados, com
enfoque em sustentabilidade e produtividade; ja o Trichoderma spp. é potencial
agente bioloégico, para controle de fitopatégenos. Assim, indaga-se, quanto a
possibilidade da tri inoculagéo (Bradyrhizobium + Azospirillum + Trichoderma), bem
como sobre a compatibilidade entre os tratamentos fitossanitarios utilizados nas
sementes, com estes trés agentes bioldgicos.Objetivo deste trabalho foi obter
informagdes quanto ao tratamento de sementes de soja, visando o controle de F.
tucumaniae, agente causal da podridao vermelha da raiz, a partir da aplicagao de
produtos fitossanitarios e biolégicos, associados ou ndo. Realizou-se quatro ensaios,
todos com delineamento interiramente casualizado, utilizando os produtos
fitossanitarios: Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim - Tiram; Piraclostrobina -
Tiofanato Metilico - Fipronil; Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam;
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil e biolégicos B. japonicum, A. brasilense e T.
harzianum. In vitro, testou-se a dose minima inibitoria entre os produtos fitossanitarios
e biologicos e F. tucumaniae. Numa segunda etapa avaliou-se o crescimento micelial
de F. tucumaniae in vitro, aplicando produtos fitossanitarios e biolégicos, associados
ou nao. O terceiro estudo, analisou a qualidade fisiolégica e sanitaria de sementes de
soja, apos a infestagao com F. tucumaniae e tratamentos com produtos fitossanitarios
e biolégicos, associados ou ndo. Em casa de vegetagao, analisou-se, o tratamento de
sementes com produtos fitossanitarios e biolégicos na transmissao de F. tucumaniae
para plantas de soja. Concluiu-se que os produtos fitossanitarios testados inibem o
crescimento dos agentes biologicos B. japonicum, A. brasilense e T. harzianum e a
dose minima inibitoria para F. tucumaniae, esta relacionada aos ingredientes ativos,
sendo um fator importante na tomada de decisdo na escolha do ativo para o
tratamento de sementes. O efeito dos agentes bioldgicos isolados ou associados com
fitossanitarios quimicos possuem especificidades no controle de F. tucumaniae, onde
0 uso isolado ou associado de T. harzianum demonstrou maior potencial sobre no
controle de F. tucumaniae. As sementes nao tratadas tiveram reducao de viabilidade.
Os produtos fitossanitarios ndo possuem efeito sobre a viabilidade das sementes de
soja. Os produtos fitossanitarios possuem efeito sobre o vigor das sementes de soja.
O tratamento de sementes com quimicos ou associado com biolégicos reduz a
incidéncia de podriddo vermelha da raiz da soja, quando comparado com 0 nao
tratamento de sementes. No entanto, tais associagao possuem particularidades que
merecem serem melhor exploradas para uma recomendacdo no tratamento de



sementes ou uso em sulco de cultivo da soja.

Palavras-chave: Glicyne max. Podriddo Vermelha da Raiz. Sementes. Inoculacgéo.
Fungicidas.



ABSTRACT

MANTELI, Claudia. Seed treatments with phytosanitary and biological products in the
control of Fusarium tucumaniae in soybean. 98 f. Thesis (Ph.D. in Agronomy) -
Graduate Program in Agronomy (Concentration Area: Crop prodution), Federal
University of Technology Parana. Pato Branco, 2019.

Soybeam is the world's leading agricultural commodity, it has expanded due to its
adaptability and use of technologies ranging from sowing to harvesting. Concomitantly,
there was an increase in the number of phytopathogens that affect it. Seeds are the
main vehicle for their transport and transmission. Among these, Fusarium tucumaniae,
one of the causal agents of red root rot, has high severity and difficult control. For its
control, it is recommended to treat seeds with fungicides. Inoculation of seeds with
biological agents, mainly of the genera Bradyrhizobium and Azospirillum, is
recommended, focusing on sustainability and productivity; Trichoderma spp. it is a
potential biological agent for the control of plant pathogens. Thus, the question of the
possibility of tri inoculation (Bradyrhizobium + Azospirillum + Trichoderma), as well as
the compatibility between the phytosanitary treatments used in the seeds, with these
three biological agents was investigated. Of soybean, aiming at the control of F.
tucumaniae, causal agent of sudden death syndrome, from the application of
phytosanitary and biological products, associated or not. Four trials were performed,
all with a completely randomized design, using the phytosanitary products:
Imidacloprido - Tiodicarb + Carbendazim - Tiram; Piraclostrobin - Methyl Thiophanate
- Fipronil; Bifentrin - Imidacloprid + Methyl Thiophanate - Fluazinam; Tiametoxam +
Metalaxyl-M - Fludioxonil and Biological B. japonicum, A. brasilense and T. harzianum.
In vitro, the minimum inhibitory dose between the phytosanitary and biological products
and F. tucumaniae was tested. In a second stage, the mycelial growth of F. tucumaniae
in vitro was evaluated by applying phytosanitary and biological products, associated or
not. The third study analyzed the physiological and sanitary quality of soybean seeds
after F. tucumaniae infestation and treatments with phytosanitary and biological
products, associated or not. In greenhouse, the treatment of seeds with phytosanitary
and biological products in the transmission of F. tucumaniae to soybean plants was
analyzed. It was concluded that the phytosanitary products tested inhibit the growth of
biological agents B. japonicum, A. brasilense and T. harzianum and the minimum
inhibitory dose for F. tucumaniae, is using the active ingredients, being an important
factor in the decision choice of the active for seed treatment. The effect of biological
agents isolated or associated with chemical phytosanitary have specificities in the
control of F. tucumaniae, where the isolated or associated use of T. harzianum showed
greater potential in the control of F. tucumaniae. Untreated seeds had reduced viability.
Phytosanitary products have no effect on soybean seed viability. Phytosanitary
products have an effect on soybean seed vigor. Chemical or biological seed treatment
reduces the incidence of sudden death syndrome when compared to non-seed
treatment. However, such associations have particularities that deserve to be further
explored for a recommendation on seed treatment or use in soybean furrows.

Keywords: Glicyne max. Sudden death syndrome. Seeds. Inoculation. Fungicides.
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1 INTRODUGAO

A soja é a commodity agricola de maior importancia mundial. O Brasil €
o segundo maior produtor e o maior exportador da oleaginosa, 0 que gerou para o
pais, na safra 2018/2019, dividendos econémicos de U$ 40,9 bilhdes (EMBRAPA
SOJA, 2019).

Por alguns autores é considerada a cultura agricola mais antiga que se
tem relato (CAMARA, 2012; EMBRAPA SOJA, 2018; APROSOJA BRASIL, 2018).
Uma vasta expansao territorial da cultura ocorreu devido a esta apresentar
adaptabilidade, potencial produtivo e capacidade produtora de dleo e proteina. Neste
contexto, o cultivo da oleaginosa passou a agregar diversas tecnologias que englobam
recursos tecnoldgicos, da semeadura até a colheita (BALBINOT JUNIOR et al., 2017;
EMBRAPA SOJA, 2018; APROSOJA BRASIL, 2018).

A tecnologia de produgao de sementes de soja tem acompanhado a
expansao territorial da cultura (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). No entanto, devido
a condicdes de baixa umidade e temperatura amena no armazenamento, os
fitopatdgenos encontram nesta, um substrato ideal para manterem dormentes e
viaveis suas estruturas de resisténcia, o que lhes confere sobrevivéncia e
disseminagao. Sendo assim, a semente €& o principal veiculo de dispersao para
fitopatogenos' (MARCOS-FILHO, 2015).

Atualmente, cerca de 50 fitopatdgenos acometem a cultura da soja,
sendo que somente dois ndo sao transmitidos via sementes. Contudo, um dos fatores
de maior importancia, ligado a produtividade de soja, no que tange a limitagao, s&o as
doencgas. Neste cenario, prejuizos dos mais variaveis percentuais sao registrados
(HENNING, 2004).

As doencgas fungicas radiculares possuem agentes causais que estao
entre os de maior agressividade e dificil controle. Entre estas, a podridao vermelha da
raiz, causada por cinco espécies de Fusarium. No Brasil foram identificados o F.
brasilense, F. cuneirostrum e F. tucumaniae, sendo este ultimo o mais disseminado.

Esta doenca tem gerado perdas significativas em lavouras comercias (GASPERI;

' Organismo que causa doenca em plantas (BERGAMIN FILHO; KITAJIMA, 2018).
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PRESTES; COSTAMILAN, 2003; FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004).

O Fusarium spp. infecta as raizes causando manchas avermelhadas no
cortex e destruicdo das mesmas, o que reflete em sintomas de folha carij6 na parte
aérea. Por se tratar de fungo habitante do solo, sua disseminagéo e sobrevivéncia s&o
facilitadas, pois mantem-se em restos culturais (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN
FILHO, 2011). Também ¢é transmitido via sementes, fato este promovido pelos
clamiddsporos?, suas estruturas de resisténcia (BALARDIN et al., 2005). Muito
agressivo, perdas de produtivadade chegaram a 37,38% (FREITAS; MENEGHETTI;
BALARDIN, 2004).

O controle e prevencao da podriddo vermelha da raiz, bem como de
todas as demais doencgas da cultura, devem ser realizadas, na medida do possivel,
integrando praticas de manejo genético, cultural e quimico (FREITAS; MENEGHETTI,
BALARDIN, 2004; REIS et al., 2012; SALVADORI et al., 2016). O tratamento de
sementes (SALVADORI et al., 2016) e cultivares resistentes (YORINORI; NOMURA,
1994; GASPERI; PRESTES; COSTAMILAN, 2003) sdo0 as técnicas mais indicadas.
Este primeiro € o mais empregado, sendo que, atualmente, a cultura é dependente do
uso de fungicidas, para manutencao de sua produtividade. Isto, associada a falta de
rotacdo de culturas e sementes sem boa procedéncia, tem favorecido o uso quase
que exclusivo de fungicidas, no controle de doencas.

Entretanto, na busca da redugéo do uso de produtos fitossanitarios?,
como os fungicidas, bem como de resultados efetivos no controle de patégenos de
solo, como o Fusarium spp., tem-se levado em consideragcao a possibilidade de
utilizacdo de microrganismos benéficos (HIDALGO, 2018). Uma vez que,
comprovadamente, estes possuem diversas interagcdes ecoldgicas com as plantas e
fitopatdgenos. Com as plantas, a simbiose e o associativismo sdo os mais comuns,

sendo que estimulam o crescimento vegetal e colonizam a rizosfera®. Enquanto que

2 Estruturas especializadas de resisténcia presente em muitos fungos fitopatogénicos.
Constituido por uma unica célula com citoplasma condensado e parede espessa, de
formato esférico ou oblongo, sdo formados nas hifas terminais ou intercalares
(AMORIM; PASCHOLATTI, 2018).

3 Refere-se aos agroquimicos, fungicidas e inseticidas, utilizados neste trabalho.

4 Regiao ao redor das raizes, geralmente com 1 a 3 mm, onde ha crescimento
bacteriano, podendo variar de acordo com fatores relacionados ao solo, idade e
espécie vegetal, dentre outros (CAMPBELL; GREAVES, 1990).
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com os fitopatdgenos, o parasitismo, antibiose e a competigédo, sdo os mais divulgados

e estudados (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; GORGEN et al., 2009).

Conhecidamente a utilizagdo de inoculagcdo e coinoculacdo de
sementes, com Bradyrhizobium e Azospirillum, trazem diversos beneficios a cultura
da soja (VARGAS; SUHET, 1992; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001; HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2007). No entanto, ndo se constatou relatos, que dao enfoque a
utilizacdo destes no manejo de fitopatdgenos, somente como promotores de
crescimento vegetal, visando incrementos de produtividade (PARDINHO; PRIMIERI,
2015; BRACCINI et al., 2016). Correlato a isto, outro agente biolégico, o Trichoderma
spp. € amplamente estudado na cultura (HARMAN, 2000; SNEH; ICHEILEVICK-
AUSTER, 1998; ROMEIRO, 2007; CARVALHO FILHO et al., 2008), alguns trabalhos
com enfoque em tratamento de sementes (MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009), mas
nada especifico para controle de Fusarium tucumaniae.

Tendo isso exposto e avaliando os beneficios da utilizagdo desses
agentes bioldgicos, verificu-se a possibilidade de testar a tri inoculagéo
(Bradyrhizobium sp., Azospirillum sp. e Trichoderma sp.) as sementes de soja, uma
vez, que nao ha trabalhos desta pratica e, que as probabilidades apontam para
resultados positivos. Também, ndo ha publicacdes referentes a compatibilidade entre
os tratamentos fitossanitarios de sementes, mais usados, com estes trés agentes
biolégicos. Havendo necessidade de respostas, quanto ao uso conjunto destes
produtos, dando, maior seguranga na sua recomendagao.

Ademais, avaliagdo especifica sobre o agente causal da podridao
vermelha da raiz em soja, F. tucumaniae, frente ao o uso da interacdo entre
tratamentos fitossanitarios de sementes e agentes biolégicos, foi pouco estudada até
0 momento, o que evidencia ainda mais a importancia deste estudo.

A possibilidade de se ter uma recomendagao técnica de tratamento de
sementes para o controle, ou a supressao de um dos patdégenos de maior importancia
na cultura da soja, com a associacao de produtos fitossanitarios e biolégicos, vem de
encontro a sustentabilidade agricola. Além de que, a semente é o principal insumo
agricola, sendo que, a partir da garantia da qualidade e da protegcao destas, pode-se
almejar maiores possibilidades de rentabilidade e menores problemas fitossanitarios.

Neste contexto, o presente trabalho busca estudar se ha efeito de
tratamentos fitossanitarios e agentes biolégicos em sementes, associados ou nao,
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sobre o F. tucumaniae, agente causal da podriddo vermelha da raiz em soja.

1.1 OBJETIVO GERAL

Obter informacdes cientificas quanto ao tratamento de sementes de
soja, visando o controle de F. tucumaniae, agente causal da podridao vermelha da

raiz, a partir da aplicagéo de produtos fitossanitarios e bioldgicos, associados ou nao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com esta finalidade, foram realizados quatro estudos, que permearam
as areas de microbiologia, fitopatologia e tecnologia de sementes. Desta forma, os
objetivos especificos foram:

Estudo |

- Verificar in vitro o efeito dos produtos fitossanitarios sobre os biolégicos,
utilizados no tratamento de sementes de soja.

- Encontrar a dose compativel entre produtos fitossanitarios e biolégicos,
utilizados no tratamento de sementes de soja.

- Constatar in vitro a dose de produtos fitossanitarios utilizados para o
tratamento de sementes de soja que controla F. tucumaniae.

Estudo Il

- Observar in vitro, se ha efeito dos produtos fitossanitarios e biolégicos,
associados ou ndo, sobre o crescimento micelial de F. tucumaniae.

Estudo lll

- Avaliar a qualidade fisiologica e sanitaria de sementes de soja, apos a
infestacdo com F. tucumaniae e tratamentos com produtos fitossanitarios e bioldgicos,
associados ou nao.

- Verificar a transmissibilidade de F. tucumaniae para as sementes, apos
tratamentos com produtos fitossanitarios e bioldgicos, associados ou nao.

- Averiguar se o tratamento com produtos fitossanitarios possui efeito

sobre a viabilidade e a qualidade fisiolégica de sementes de soja.
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Estudo IV

- Analisar in vivo, se o tratamento de sementes com produtos
fitossanitarios e biolégicos reduz a transmissi¢cao de F. tucumaniae para plantas de

soja.



24
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SOJA: HISTORICO, EXPANSAO E IMPORTANCIA ECONOMICA

E uma planta originaria da China, considerada por aquele povo um dos
cinco grdos sagrados (CAMARA, 2012), utilizada a mais de 5000 anos a.C.
(APROSOJA BRASIL, 2018). Muito distinta da conhecida atualmente, era uma planta
rasteira que crescia as margens de rios e lagos. Cruzamentos espontaneos com
espécies selvagens, o melhoramento e a selegao realizados pelos cientistas da época
foram decisivos na domesticagdo (EMBRAPA SOJA, 2018; APROSOJA BRASIL,
2018).

Para o Ocidente, foi trazida em decorréncia das navegagdes europeias,
onde despertou interesse como oleaginosa e possivel utilizagdo na dieta animal a
partir do século XVIII (APROSOJA BRASIL, 2018). Neste continente, foi espalhada
em jardins botanicos, nos quais, testou-se o potencial da cultura (CAMARA, 2012). Na
América estreou somente no século XX. Nos Estados Unidos, ha relatos de cultivos
comerciais (EMBRAPA SOJA, 2018), inicialmente como uma forrageira (CAMARA,
2012).

Somente a partir de 1880, os teores de 6leo e proteina entusiasmaram
pesquisadores e industriais (APROSOJA BRASIL, 2018), que com ensaios
comprovaram o potencial da cultura e recomendaram seu cultivo (CAMARA, 2012).
Contudo, em 1919, passou a ser exportada, sendo tal importancia corroborada com a
fundacao da American Soybean Association (ASA), em 1921. A partir de 1930, seu
cultivo como granifera, foi aumentado e, a apds 1940, esta finalidade superou a de
planta forrageira (CAMARA, 2012; APROSOJA BRASIL, 2018).

No Brasil, na Escola de Agronomia da Bahia, foi introduzida advinda dos
Estados Unidos, em 1882, sem sucesso. Ensaios foram realizados pelo Instituto
Agronémico de Campinas, em 1891, primeiramente, como forrageira (EMBRAPA
SOJA, 2018). Ainda em Sao Paulo, em 1901, houve a distribuicdo de sementes para
produtores, o0 que é tido como inicio da introdugao da cultura no pais (APROSOJA
BRASIL, 2018). No Rio Grande do Sul, em 1914, formalizou-se seu cultivo e estudo
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na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EMBRAPA SOJA, 2018).

Consequentemente, ainda neste Estado, em 1949, com a ascensao constante da
oleaginosa, teve-se a primeira exportacdo de soja do Brasil (CAMARA, 2012).

Desde entdo, pesquisas acompanharam e alavancaram a promissora
expansdo da cultura (BALBINOT JUNIOR et al., 2017; APROSOJA BRASIL, 2018).
Nas décadas seguintes, com os ganhos com pesquisas e tecnologias aplicadas a
produtividade mais do que dobrou (EMBRAPA SOJA, 2018), ocorrendo
concomitantemente a expansao territorial da cultura, que atingiu a regido central do
Brasil (CAMARA, 2012). Com esta expansdo, registrou-se crescimento em area
plantada por trés décadas (BALBINOT JUNIOR et al., 2017). Dada importancia da
cultura, em 1975 criou-se a EMBRAPA Soja (APROSOJA BRASIL, 2018).

Contudo, o cultivo atual da oleaginosa, em quase todo o territdrio
nacional é consequéncia de pesquisas que abrangem os todos os aspectos genéticos,
técnicos, produtivos e mercadoldgicos (CAMARA, 2012; APROSOJA BRASIL, 2018).
Adicionado e concomitante a todos estes fatores de expansao, o uso de cultivares
transgénicas, a consolidagédo da pecuaria nacional, a globalizagdo do mercado, foram
decisivos para a que a soja se tornasse a comdédite de maior importancia mundial
(BALBINOT JUNIOR et al., 2017; EMBRAPA SOJA, 2018). Sua importancia alicerga-
se também, em seu amplo espectro de produtos industrializados a partir de seus graos
(BENAVIDES; SALAZAR; DIWEKAR, 2013; RIGO et al., 2015; CASTANHEIRA et al.,
2015).

Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor mundial, com 35,82
milhGes de hectares e produtividade média de 3.206 kg ha'. O consumo interno na
safra 2018/2019 chegou a 44 milhdes de toneladas. As exportagdes, somados 6leo,
farelo e grao, alcangaram patamares de U$ 40,9 bilhdes (EMBRAPA SOJA, 2019).

Possui seu cultivo em quase todos estados da federagao, do Rio Grande
do Sul a Roraima, com 35,82 milhdes de hectares. Sendo que no Mato Grosso,
Parana, Rio Grande do Sul e Goias, esta concentrada 68,09% da area cultivada
(EMBRAPA SOJA, 2019). Além disso, as estatisticas em torno da cultura sdo muito
promissoras. Nacionalmente, para os proximos 10 anos € projetado aumento na
produgao em torno de 33% e de 10 milhdes de hectares (MAPA, 2018).
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2.2 DOENCAS NA CULTURA DA SOJA

Com a expansdo e o fomento da cultura da soja, o emprego de
pesquisas, que abrangem aspectos genéticos, técnicos e mercadologicos, para
alcancar maior desempenho produtivo, tornou-se efetivo (CAMARA, 2012; BALBINOT
JUNIOR et al., 2017; EMBRAPA SOJA, 2018; APROSOJA BRASIL, 2018). Contudo,
a cultura é dependente do emprego de praticas culturais para que responda
produtivamente (TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2013).

Entre os fatores limitantes a produtividade, as doencas que a acometem
sdo um dos mais expressivos. Mais de 50 patégenos (TECNOLOGIAS DE
PRODUCAO DE SOJA, 2013), com grande diversidade etiolégica causadas por
fungos, bactérias, virus e nematoides (ALMEIDA et al., 1997; HENNING et al., 2005;
GRIGOLLI, 2014) podem acometer a cultura. As perdas variam de 15 a 100% em
alguns casos (OLIVEIRA; ROSA, 2014). Estas oscilam de acordo com o ano agricola,
as condigdes climaticas, a cultivar e o manejo empregado (ALMEIDA et al., 1997;
EMBRAPA SOJA, 2013; GRIGOLLI, 2014).

Fatores como a monocultura e/ou sucessao de culturas, a utilizacéo de
sementes ndo certificadas (TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2013), a
expansao da area de plantio - que possibilita ter a cultura a campo durante todo o ano
- favorecem a sobrevivéncia de patégenos, aumentam o potencial de inoculo®
(GRIGOLLI, 2014) e a disseminagao dos mesmos. Assim, a combinagao entre
patégeno, hospedeiro e ambiente, que desencadeara as doengas, € favorecida, o que
tem aumentado o niumero de doencgas registradas na cultura (HENNING et al., 2005;
GRIGOLLI, 2014).

As principais doengas que acometem a cultura da soja podem ser
classificadas em grupos. Alguns autores classificam de forma mais especifica
(TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2013) outros mais abrangentes
(ALMEIDA et al., 1997; GRIGOLLI, 2014), cada um com enfoque diferenciado. Todavia
a Embrapa Soja, que é o maior Centro de referéncia em pesquisa da cultura no pais,

classifica em doencas fungicas foliares; doengas fungicas da haste, vagem e

5> Fonte de propagulos do fungo (WINDHAM; WINDHAM, 2010).
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sementes; doengas fungicas radiculares; doengas bacterianas; doengas causadas por

virus e doencgas causadas por nematoides.

Contudo, um dos fatos mais relevantes no que tange a doengas na
cultura da soja, € que somente trés n&o sdo propagadas via sementes (GODOY et al.,
2016). Assim, os enfoques em tecnologia de producdo de sementes, bem como

fitossanitario tem sido destaque em pesquisas na ultima década.

2.3 SEMENTES DE SOJA: ABORDAGEM FITOSSANITARIA

A semente é o insumo mais importante para a agricultura (JAFFEE;
SRIVASTAVA, 1992; MARCOS-FILHO, 2015), ja que sua existéncia é a razao pela
qual ha a garantia de sobrevivéncia das espécies. A partir da sua descoberta houve o
inicio da agricultura e, consequente fixacdo de civilizagbes (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Quando se trata da cultura da soja, devido a importancia mundial
e nacional (MAPA, 2018), este fato se acentua. Nacionalmente foram produzidas na
ultima safra 3.069.575 t de sementes basicas (ABRASEM, 2019), ou seja, mais de 76
milhdes de sacas de 40 kg.

No Brasil a producao de sementes é baseada na Lei 10.711/2003, a qual
dispbe sobre o Sistema Nacional de Sementes e Mudas e o Registro Nacional de
Semente e Mudas (RENASEM) e da outras providéncias (BRASIL, 2003). Para a
producao de soja, especificamente, a Instrucdo Normativa N° 45, de 17 de Setembro
de 2013, determina os padrboes de identidade e qualidade para a produgao e, a
comercializacdo de sementes de soja e outras culturas (BRASIL, 2013).

Esta legislagdo, vem de encontro as necessidade do setor sementeiro,
no sentido de protecao de cultivares e valorizacdo das sementes legitimadas por esta.
Neste sentido, o Brasil conta com uma ampla rede de produtores de sementes de soja
(ABRASS, 2019), portanto, a producao e utilizacdo de sementes de qualidade sao de
fundamental importancia para o setor sojicola.

Segundo Marcos-Filho (1998), sementes de qualidade sdao as que
possuem um conjunto de caracteristicas que determinam seu valor para a semeadura,

indicando que o desempenho das sementes somente pode se indicado, de maneira
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consistente, quando é considerada a interacdo dos atributos genéticos, fisicos,

fisiologicos e sanitarios.

Atributos genéticos s&o as caracteristicas de uma espécie ou cultivar,
que sao transmitidos pelas sementes as plantas que as gerardo. Quando com garantia
de qualidade e procedéncia, as sementes tem capacidade de gerar plantas iguais as
eleitas pelo seu multiplicador. Fisicamente, as sementes devem apresentar-se livres
de impurezas e sujidades, as quais podem ser fontes de contaminantes, fitopatégenos
e umidade, o que aumenta a deterioragdo destas (NAKAGAWA, 2009; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Quando aos atributos fisiolégicos das sementes, avalia-se viabilidade e
vigor®, citados como “capacidade tedrica ou possibilidade de sucesso da semente
manifestar suas fungdes vitais sob condigbes ambientais favoraveis” (MARCOS-
FILHOb, p. 565, 2015). Sendo, portanto, de suma importancia a garantia de
germinacgao e vigor desta. A avaliagao destes atributos € realizada através de testes
laboratoriais, permitindo a partir das interpretacdes, a tomada de decisdes quanto a
utilizacao dos lotes e a predicdo do desempenho deste a campo.

Como teste de viabilidade, o Teste de Germinacao é padronizado pelas
Regras de Analise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009a), o qual determina o valor das
sementes para a semeadura, sendo que pela legislagdo, para sementes de soja
certificadas (C1 e C2) e néo certificadas (S1 e S2) é de no minimo 80%. A avaliagéo
de vigor pode ser realizada através de diversos testes, fisicos, fisiologicos,
bioquimicos, de resisténcia a estresse, de integridade das membranas e de
desempenho de plantulas. Cada um possui um principio e uma finalidade. No entanto,
0 objetivo da realizacao de testes de vigor € a detecgao de diferengas no potencial
fisiolégico, que fornecam informacbdes adicionais ao teste de germinacao
(KRZYZANOSWEKI; VIEIRA; FRANCANETO, 1999; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Dada importancia, adiciona-se que das culturas utilizadas na
alimentagdo humana, em torno de 90% sao propagadas via sementes, que sao
acometidas por fitopatdogenos, também transmitidos por estas (HENNING, 2004). No

Brasil, na década de 70 iniciaram-se os primeiros estudos de patologia de sementes

6 Soma daquelas propriedades que determina o nivel potencial de atividade e
desempenho de uma semente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
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(SOAVE, 1987).

Ha diferentes tipos de associagbes entre patdogenos e sementes:
misturados, aderidos de forma passiva ou em tecidos internos destas (ANSELME,
1987; BRASIL, 2009b; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Estes dois primeiros sao
ditos como infestantes ou saprofitas (BRASIL, 2009b; CARVALHO; NAKAGAWA,
2012), sendo influenciados pelo manejo cultural, e principalmente pela anatomia das
sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Esta ultima associacéo é referida como
infecgédo, sendo que quando infectadas, os fitopatégenos podem levar a produgéo de
embrides anormais (ANSELME, 1987). No entanto, um patdgeno pode ter mais de
uma associagao a sementes (BRASIL, 2009b). Sendo que em todas as associagoes,
os fitopatdgenos, normalmente causam deterioragéo a sementes, refletindo em menor
viabilidade e vigor (BEWLEY; BLACK, 1994).

Dentre os fitopatdgenos, fungos, bactérias, nematoides e virus podem
ser transmitidos via sementes. O maior numero de espécies associadas a sementes
sdo de fungos e, dentre os fitopatogénicos, ha predominio dos transmitidos pelas
sementes de seus hospedeiros (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). A quantidade de
indculo e a sua localizagao nas sementes determinam a transmissibilidade para a
planta. Alguns sao infectados diretamente pela planta mae, como € o caso do
Fusarium spp., outros sao transmitidos ainda na formacéo dos frutos ou apés a sua
maturacao (ANSELME, 1987).

A semente é um excelente veiculo para os fitopatégenos, uma vez que
estas ficam em condi¢gbes de temperatura e umidade controladas, o que garante a
estes microrganismos, estado dormente de suas estruturas de propagacao e futura
introdugao, ou reintrodu¢cao em lavouras (GOULART, 2010; MARCOS-FILHO, 2015).
Neste sentido, testes de sanidade de sementes sdo ferramentas preventivas, devendo
ter confiabilidade, resultados reproduziveis em curto prazo e baixo custo. Também
podem elucidar casos de baixa germinacao de lotes (HENNING, 2004) e neste
sentido, podem ser utilizados acertadamente, evitando transmissibilidade de
fitopatdgenos (ANSELME, 1987) e recomendado tratamento das mesmas (HENNING,
2004).

Para detecg¢ao de fungos em sementes de soja, o teste de papel filtro,

ou Blotter Test é o mais utilizado e recomendado, uma vez que permite a observagcao



30
do fitopatégeno diretamente no hospedeiro (semente), em condigbes naturais de

desenvolvimento (HENNING, 2004). Na cultura da soja, somente os agentes causais
da ferrugem (Phakopsora. pachyrhizi), do oidio (Erysiphe difusa) (HENNING, 2004) e
da ferrugem américa (P. meibomiae) (GODOQY et al., 2016) ndo sao transmitidos por
sementes, o que enaltece o fato da utilizacdo de sementes de qualidade e de
procedéncia.

A deteccao de patdgenos associados as sementes, permite a tomada de
decisdo quanto a utilizacdo do lote, bem como sobre a realizagcdo do tratamento
destas. Atualmente, o tratamento de sementes € uma pratica amplamente utilizada e
recomendada, visando reducdo da introdugdo de patdégenos em novas areas, da
transmissibilidade destes via sementes e aumento da produtividade (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; HENNING, 2004).

2.4 TRATAMENTO DE SEMENTES NA CULTURA DA SOJA

No manejo convencional” da cultura, o controle de doengas de soja é
realizado quase que exclusivamente de forma quimica (OLIVEIRA; ROSA, 2014). A
soja encontra-se entre as culturas, que se respalda no uso de fungicidas para garantia
de sua produtividade (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2008). Apesar disso, 0 manejo
integrado de doengas deve ser aplicado, mantendo as perdas abaixo do limiar de dano
econdmico, reduzindo a disseminagao de indculo, os custos/prejuizos econdmicos
e/ou ao ambiente (BERGAMIN FILHO, 2008). Neste sentido, o uso de sementes
certificadas (HENNING, 2004), cultivares resistentes, cultivo em plantio direto, rotagcao
de culturas (TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2013; OLIVEIRA; ROSA,
2014) e evaséo (BEDIN et al., 2007), devem ser praticados.

No Brasil, as primeiras recomendagdes de uso de fungicidas no
tratamento de sementes na cultura da soja sao relatadas por Ferreira, Lehman,

Almeida (1979). Estes autores citam o uso de Pentacloronitrobenzeno para o controle

7 Agricultura convencional tradicional requer grandes quantidades de insumos
externos, como fertilizantes inorganicos e agrotoxicos para sua manutencao
(ROSSET et al., 2014).
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de podriddes radiculares (Rizoctonia spp. e F. solani) e bissulfeto de tetrametil tiuran,

no tratamento de sementes para controle de mancha purpura (Cercospora kikuchii).
Em 1984, autores comegaram a citar em suas publicagdes as vantagens do uso de
fungicidas na cultura, mesmo que em tratamentos de sementes (NASSER et al.,
1984).

Nas publicagdes da EMBRAPA, de 1984 a 1995, ndo se encontrou relato
de recomendacao de fungicidas para o controle de doengas de parte aérea na cultura.
No entanto, novas doengas foram diagnosticadas e descritas. Este fato foi seguido
pelo uso intensivo de fungicidas, que garantiu o controle destas, o aumento da
produtividade, tornou a cultura dependente do uso destes. Da mesma forma que
ocorreu a ampliacédo das areas de cultivo, a introdugdo de novas tecnologias e
mercados associados a cultura, sucedeu-se a evolugao do uso e o desenvolvimento
de moléculas fungicidas (EMBRAPA SOJA, 1996; OLIVEIRA; ROSA, 2014,
BALBINOT JUNIOR et al.,, 2017). Na década de 1970 surgiram os triazois, e na
década de 1990, as estrobirulinas, o grupo mais novo entre os fungicidas (ZAMBOLIN;
JESUS JUNIOR, 2008).

Os autores supracitados discorrem que desde entdo, os fungicidas
evoluiram, quanto as suas formulagbes, dosagens, a toxicidade, aos critérios de
aplicacao. Esta evolugao refletiu os avangos que a tecnolégica e produtiva expansao
agricola teve nas ultimas décadas, acarretando em um maior incentivo de seu uso.

Seguindo esta evolugao, o tratamento das sementes é essencial para
garantir protecdo contra doengas nos estadios iniciais da cultura. A semente € o
principal meio de disseminagao e introdugdo de patégenos em areas nao
contaminadas (HENNING, 2004; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Além do aumento
significativo de patdégenos atrelados a cultura da soja (HENNING, 2005), o uso de
sementes nao certificadas (RAMPIM et al., 2016), o manejo inadequado do solo, a
falta de rotagao de cultura (FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004; REIS et al.,
2012), areducgao de cultivares resistentes a certos patdogeno (SOARES; ARIAS, 2016),
tem agravado os danos e a propagacao de alguns patdégenos, principalmente os de
solo, como o Fusarium spp.

O tratamento de sementes com fungicidas & orientagao incontestavel
(OLIVEIRA; ROSA, 2014; SALVADORI et al., 2016), pois assegura o estabelecimento
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de estande, melhora o estabelecimento de plantulas, pois protege e controla

patdogenos transmitidos pelas sementes, reduz a possibilidade de introdugdo dos
mesmos em areas indenes e diminuem a exposicdo das sementes a patdogenos
existentes no solo (HENNING, 2005; FRANCA-NETO et al., 2016; NUNES, 2016;
REIS; REIS; CARMONA, 2019).

As sementes sdo indicados tratamentos com fungicidas, inseticidas,
nematicidas, micronutrientes, filmes de recobrimento, inoculantes e bioldgicos,
devendo ser realizado nesta sequéncia (HENNING, 2005; FRANCA-NETO et al.,
2016; NUNES, 2016).

Praticamente, todos os grupos quimicos de fungicidas sé&o
recomendados para o controle de doengas na cultura da soja (SALVADORI et al.,
2016, REIS; REIS; CARMONA, 2019). Entre estes, destacam-se o
dialquilditiocarbamato, que age privando as células fungicas da necessidade de
metais; os benimidazéis, agindo sobre as tubulinas; as estrubitulinas, que inibem a
respiracdo mitocondrial; as fenilpirimidinas, interferindo na fosforilagao oxidativa; o
fenilpirrole, que inibe a fosforilagdo da glicose (REIS; FORCELINI; REIS, 2001, REIS;
REIS; CARMONA, 2019) e as acilalaninatos agem sobre a sintese de acidos nucleicos
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

Os fungicidas aplicados as sementes podem ser sistémicos e nao
sistémicos. Os nao sistémicos formam uma camada protetora, evitando a colonizagao
por fungos presentes no solo (REIS; FORCELINI; REIS; 2001; FRANCA-NETO et al.,
2016) e impedindo que patdégenos presentes no interior das sementes atinjam 6rgaos
aereos. Neste ultimo caso, € necessario que sejam absorvidos pelo micélio para
serem controlados. Quando sistémicos, permanecem na superficie das sementes e,
apods a germinagao destas, sao absorvidos pela radicula e translocados na plantula
(REIS; FORCELINI; REIS, 2001; REIS; REIS; CARMONA, 2019).

No entanto, o tratamento de sementes nédo melhora a qualidade de um
lote que apresenta danos diversos (REIS; FORCELINI; REIS, 2001) e indica-se que
seja realizado um teste de sanidade de sementes, para que se tenha subsidio nas
decisdes quanto a aplicagao ou nao do tratamento, o fungicida a ser utilizado e a
mistura ou ndo de fungicidas, para aumentar o espectro de acao (REIS; REIS;
CARMONA, 2019).
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O tratamento é pratica empregada em 98% das sementes de soja

utilizadas no Brasil. Pode ser realizado com maquinas especificas, empresas
produtoras de sementes, chamado de tratamento industrial de sementes (TSI), ou
maquinas simples e/ou adaptadas, nas propriedades. O TSI é uma tecnologia recente,
porém, consolidada, chegando a quase 100% das sementes certificadas
comercializadas no pais, por apresentar melhor qualidade e seguranga no tratamento
(NUNES, 2016).

Contudo, ha necessidade de se entender especificamente cada tripé
fitopatoldgico, planta-ambiente-patdgeno, para que se efetive o controle e desonere
os custos de produgdo. Conseguindo com isso maiores informacdes referentes a
efetividade de controle e/ou reducéo de perdas com tratamentos de sementes, sejam
quimicos ou bioldgicos disponibilizados no mercado (HENNING, 2005; FRANCA-
NETO et al., 2016; NUNES, 2016).

Cunha et al. (2015) em experimento no Sul do Rio Grande do Sul,
testando fungicidas e inseticidas no tratamento de sementes, verificaram efeitos
benéficos em diversas fases do crescimento e do desenvolvimento da cultura, porém,
nao houve efeito sobre a produtividade em plantas de soja. Ja em condigdes de
laboratério, Rocha et al. (1997) encontraram reducéo de até 82% de F. semitectum e
48,5% de Colletotrichum truncatum em sementes de soja tratadas com benomyl +
tiram, em comparagao com as testemunhas. Em campo, relataram o aumento do
estande de plantas e produtividade com os mesmos tratamentos.

Outro fato a ser observado é a compatibilidade dos tratamentos com
inoculantes. Pereira et al. (2010) verificaram que carbendazim + tiram e thiabendazole
+ tiram, reduziram a nodulagdo na cultura, o que pode ter sido em decorréncia a
incompatibilidade entre inoculante e tratamentos.

Contudo, o tratamento de sementes com fungicidas, como pratica
consolidada (HENNING, 2005), de baixo custo (HENNING et al., 2010) tem
apresentado aumentos significativos de produtividade (BALARDIN et al., 2011) e
reducao de indculos (ROCHA et al., 1997). Acrescenta-se a isto o fato da evolugao
tecnolégica ao desenvolvimento de novas moléculas com alta eficiéncia, que mesmo
em baixas doses, podem promover a prote¢cao adequadas as sementes (MARCOS-

FILHO, 2015), devendo, portanto, ser permanentemente recomendada.
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2.5 PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ (Fusarium tucumaniae) EM SOJA

Os fungos pertencentes ao género Fusarium sao classificados como
Anamorfos (ndo possuem ciclo sexuado) (GODOY et al, 2016), possuem
especificidade de parasitismo, pois cada forma especial € relacionada a
patogenicidade de uma espécie hospedeira (SNYDER; HANSEN, 1940).

O Fusarium spp., na cultura da soja causa a podriddao vermelha da raiz
(PVR) ou sindrome da morte subita. E agente causal de diversas doengas em vérias
outras culturas (KIMATI et al., 1997). Desde que relatado, em 1972, o agente etiolégico
desta doenca foi relatado como F. solani (Mart.) Sacc. (ROY et al., 1989; RUPE, 1989;
ALMEIDA et al., 1997, BAHAR; SHAHAB, 2012) ou a sua forma f.sp. gliycine
(ALMEIDA et al., 1997; ROY et al., 1997).

No Brasil, foi observada a primeira vez em 1981 (ALMEIDA et al., 1997).
Na soja, possuem habilidade de colonizagao de raizes e plantas com grande potencial
destrutivo (KILLEBREW et al., 1988; ROY et al., 1989). Perdas de produtividade
chegaram a 37,78%, em lavouras do Rio Grande do Sul (FREITAS; MENEGHETTI,
BALARDIN, 2004).

Nos Estados Unidos, a PVR foi relatada no estado do Arkansas em 1970
e, posteriormente em outras regides produtoras do pais. Porém, naquela época, com
etiologia ndo comprovada, relatou-se estar associada a Heterodera glicynes (ROY et
al., 1989).

Alguns autores indagavam sobre a possibilidade de haver outros
patégenos associados a PVR. Hirrel (1987) encontrou bactérias patogénicas no
xilema de plantas de soja com PVR. Bozzola et al. (1986), relataram que
frequentemente ha fungos nao identificados associados com a PVR. Roy et al. (1989),
relataram autores que afirmavam que F. solani causa a maioria, mas nao todos os
sintomas da PVR em soja, quando inoculado em casa de vegetag¢ao. No entanto, em
1989, Roy et al. (1989), comprovaram, pelo postulado de Koch que F. solani era o
agente causal primario da PVR. Sendo que, outros patégenos podem infectar a planta
posteriormente (ABNEY; RICHARDS; ROY, 1993).

Estudos mais recentes descrevem como o complexo de espécies de
Fusarium causadores de PVR (AOKI; O'DONNELL; SCANDIANI, 2005; BAHAR,;
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SHAHAB, 2012). Aoki, O’donnell, Scandiani (2005) estudaram taxonomicamente,

filogenéticamente e patologicamente e revelaram que quatro espécies distintas de
Fusarium causam a PVR em soja, na América do Sul, sendo F. brasilense, F.
cuneirostrum, F. tucumaniae e F. virguliforme, sendo que Godoy et al. (2016) citam
também F. crassistipitatum.

Como caracteristicas, fungos do género Fusarium possuem hifas
septadas, produzem conidios® em conidioforos livres, formam esporodoquios® e tém
esporos curvos (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011). Especificamente o
F. tucumaniae, produz conidios esporodoquiais mais longos e estreitos. Possuem facil
disseminacdo através de conidios, que se transformam em clamidésporos™. Estas
estruturas tornam-se o inéculo primario da PVR (ROY et al., 1997).

Quando infectadas por Fusarium spp., causadores de PVR, as plantas
de soja apresentam inicialmente manchas avermelhadas nas raizes, logo abaixo do
colo da planta. Com a ampliagdo da mancha, esta se torna vermelho-arroxeada a
negra, envolvendo toda a raiz. O coértex no colo da planta necrosa, o lenho fica
castanho claro e forma-se um anel avermelhado na base da planta, coberto por
conidios (GODOQY et al., 2016).

Os sintomas na parte aérea sao o aparecimento de “folhas carijo”, com
manchas cloréticas e necréticas internervais e a regido das nervuras permanece com
coloracao verde normal (ALMEIDA et al., 1997; YORINORI, 1998), caracterizando-as
por morte internerval (Figura 1), sendo que quando este fato acontece, ja ocorreu a
morte das raizes secundarias o que, por consequéncia, acarretara a morte da planta
(ROY et al., 1997). Pode ocorrer em reboleiras ou de forma generalizada (EMBRAPA
SOJA, 2010).

E uma doenca muito invasiva, principalmente se atingir a planta nas

fases iniciais. Quando atinge um nivel elevado de colonizagao até o florescimento,

8 Esporos assexuais (MASSOLA JUNIOR, 2018).

9 E uma estrutura fungica caracterizada por um estroma (massa tecidual compacta)
do qual emerge um aglomerado de conidiéforos, cuja forma é semelhante a uma
almofada (MASSOLA JUNIOR, 2018).

10 Estruturas especializadas de resisténcia presente em muitos fungos
fitopatogénicos, constituido por uma unica célula com citoplasma condensado e
parede espessa, de formato esférico ou oblongo, sdo formados nas hifas terminais ou
intercalares (AMORIN; PASCHOLATI, 2018).
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reduz a fixagdo de vagens e graos. Se a colonizagao for posterior ao florescimento, a

reducdo ocorrera no numero de vagens, de grédos por vagem e peso de graos
(FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004). Além da alta umidade do solo,
temperaturas amenas, em torno de 15 °C favorecem o aumento dos sintomas nas
raizes. De 22 °C a 24 °C, beneficiam o progresso dos sintomas na parte aérea
(SCHERM; YANG, 1996).

Vaérios trabalhos estudando PVR foram realizados (BOZZOLA et al.,
1986; ROY et al., 1989; ABNEY; RICHARDS; ROY, 1993), constatando-se que plantas
cultivadas em areas irrigadas e umidas sdo mais propensas ao ataque de F. solani.
Este fato € mais agravado quando as plantas se encontram no estadio V3, quando
comparado ao Vs (ROY et al., 1989).

Figura 1 — Sintomas de Podridéo Vermelha da Raiz em Folhas de Soja (Folha carijo).

Fonte: Mazaro (2019).

A indicacao de controle de PVR em soja é baseada na utilizagdo de
praticas culturais, como rotagdo de culturas e utilizagdo de plantas de cobertura
(FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004; REIS et al., 2012), no emprego de
cultivares resistentes (GASPERI; PRESTES; COSTAMILAN, 2003) e no tratamento
de sementes (FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004; HENNING, 2004; REIS et
al., 2012).

Ha variagbes de resisténcia entre as cultivares (YORINORI; NOMURA,
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1994; GASPERI; PRESTES; COSTAMILAN, 2003). Gasperi, Prestes, Costamilan

(2003) testaram a reacéo de 30 cultivares de soja a PVR, por meio de dois métodos
de inoculagao, conforme o nivel de severidade. Este teste gerou uma classificagédo em
relagdo a severidade, sendo altamente susceptivel (mais de 90% de severidade),
suscetivel (76 a 90%), moderadamente susceptivel (51 a 75%), moderadamente
resistente (26 a 50%) e resistente (0 a 25%).

Quanto ao manejo mais adequado, ha variagdes entre os locais, o tipo
de rotagdo e manejo do solo empregado (FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004
REIS et al., 2012).

O tratamento de sementes com tiofanato metilico, carbendazim,
carboxina + tiram e piraclostrobina sdo indicados como tendo um bom controle sobre
Fusarium spp. (SALVADORI et al, 2016). Comprovadamente, existe
transmissibilidade de F. solani de sementes as plantas, mesmo que em concentracoes
de 0,5% de in6culo armazenado juntamente com as sementes (BALARDIN et al.,
2005).

2.6 INOCULAGAO E COINOCULAGCAO E USO DE BIOLOGICOS NO TRATAMENTO
DE SEMENTES DE SOJA

A introdugao de microorganismos as sementes baseia-se na indicagao
de uma das e primeiras publicagdes de McNew (1960), a qual cita que o estimulo a
antibiose é uma das medidas que devem ser adotadas para doengas radiculares.
Sendo a rizosfera a zona ao redor da raiz, com uma composi¢ao diferenciada do
restante do solo e tem sido o centro de estudos recentes que visam a produtividade
de culturas (HIDALGO, 2018), portanto, aumentando-se a presenga de
microrganismos benéficos a ela, poderao haver ganhos as plantas, pela colonizagcao
da mesma e/ou por reducao de fiopatdégenos.

Neste aspecto, existem diferentes tipos de interacdo entre os
microrganismos inoculados as sementes, estas sdo chamadas relagdes ecoldgicas
entre estes e, entre estes e as plantas, no solo. As interagdes mais importantes
ocorrentes sdo a simbiose, que ocorre entre individuos de espécies diferentes que
permite vantagens reciprocas (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007); a antibiose,
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quando uma espécie prejudica o desenvolvimento da outra através da liberagao de

substancias no ambiente o parasitismo, quando um microrganismo coloniza e utiliza-
se do corpo do outro em favor proprio e, a competicdo, quando competem por fatores
do meio que se encontram (DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA-USP, 2019).

Assim sdo inoculados, ou seja, ocorre a aplicagcdo nas sementes de
microrganismos, que colonizam a rizosfera e o coértex radicular, simbiontes e
associativos as plantas (HIDALGO, 2018) e/ou promotores de controle biolégico de
algum fitopatégeno (GORGEN et al., 2009).

Entre os primeiros estdo as bactérias fixadoras de nitrogénio (N), no caso
da soja as do género Bradyrhizobium e diversas outras associativas, conhecidas como
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), como é o caso das do género
Azospirillium (HIDALGO, 2018). Entre os promotores de controle bioldgico,
conhecidos também como bioprotetores, destaca-se a utilizacdo de Trichoderma spp.
(GORGEN et al., 2009), assim, a inoculagdo na cultura da soja faz-se imprescindivel.

O N é fundamental as fungdes vitais das plantas (TAIZ; ZIEGER, 2013).
As pertencentes a familia Fabaceae, obtém este elemento através do processo de
fixagdo biolégica de N (FBN). Na cultura da soja, pressupde-se que para cada 1.000
kg de graos produzidos, demanda 80 kg de N (HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007).

E através da simbiose, com bactérias do género Bradyrhizobium, que a
cultura da soja obtém o N que demanda para seu desenvolvimento (VARGAS; SUHET;
1992; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). O
Bradyrhizobium  é uma proteobacteria, gram  negatival, aerobias,
quimiorganotroficas'?, possui forma de bastonetes, com tamanho que varia de 0,5-0,9
pm x 1,2-3,0 ym, movendo-se por um flagelo polar unico ou dois a seis flagelos
(SOMASEGARAM; HOBEN, 1994), conhecidamente usada em inoculantes na cultura
da soja traz resultados positivos em relagdo a produtividade e redugao de custos
(HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007).

Os inoculantes sao insumos baratos e disponiveis no mercado, podendo

ser encontrados na forma liquida, géis ou turfosos. A forma liquida € a mais veiculada

" S30 aquelas cujas paredes celulares ndo perdem a cor azul-arroxeada quando
submetidas a descoloragao, apds a coloragao com violeta genciana (ABCMED, 2014).
2 Organismos que obtém energia a partir de compostos quimicos organicos
(MADIGAN; MATINKO; STAHL; 2010).
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e usual e pode ser aplicada via sementes ou em sulco (VIEIRA NETO, 2008;

BRACCINI, 2014). Sado recomendadas quatro estirpes para a cultura da soja, duas da
espécie B. elkanii, SEMIA 587 e SEMIA 5019 (=29W) e duas da espécie B. japonicum
(SEMIA 5079 ou CPAC 15 e SEMIA 5080 ou CPAC 7), sendo obrigatdrio o uso de ao
menos duas destas nos produtos comerciais (BRASIL, 2014).

Com a inoculagao destas bactérias as sementes, ocorre a colonizagao
do sistema radicular via pelos e ha a formagéo dos nédulos (PERRET; STAEHELIN;
BROUGHTON, 2000; SANTOS; REIS, 2008), onde ocorre a FBN.

O processo de infecgdo do Bradyrhizobium nas raizes inicia com o
reconhecimento bactéria-hospedeiro, ativado por substancias excretadas pelas
plantas, regulado por um complexo aparato génico, sobretudo por proteinas NodD
(PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000; BROUGHTON et al., 2006), seguindo
com a constante troca de substancias entre os envolvidos (PERRET; STAEHELIN,
BROUGHTON, 2000; BROUGHTON et al., 2003, BROUGHTON et al., 2006).

Entre as substancias excretadas pelas plantas os flavondides sé&o os
mais importantes no processo simbiotico, ativando a expressao génica (Nod, Nol e
Noe) (KISS et al., 1998; PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000; BROUGHTON
et al., 2003; BROUGHTON et al., 2006).

Apds a quimiotaxia’ que ocorre entre a bactéria e a planta, inicia-se o
corddo de infeccdo, onde a bactéria se adere ao pelo radicular (SMIT; KIJNE;
LUGTENBERG, 1989). Este processo € dependente de outras substancias, que
induzem desenvolvimento do nodulo, entre estas estdo os exopolissacarideos
(PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000), as lecitinas (HIRSCH, 1999) e os lipo-
quitooligossacarideos (BROUGHTON, 2006).

Ja na planta, ocorrem alteragdes anatdmicas nos tecidos radiculares,
especialmente o cortex, originando o nédulo (GERAHTY et al., 1992), a partir de
entdo, inicia-se efetivamente a FBN. As bactérias simbiontes, através da
dinitrogenase, quebram a tripla ligacao existente entre os atomos de N2, presente no
ar difundido no solo, reduzindo-o a NHs. Imediatamente, é incorporado o ion H”,
passando a NH4, disseminado na planta (HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007).

Estas reacdes ocorrem devido a enzimas nitrogenase, a nitrato redutase,

13 Atracgdo de microrganismos por exsudatos radiculares (GOULD, 2010).
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que convertem N2 a NHz na FBN (BROCH; RANNO, 2010) e leghemoglobina nos

nodulos (SFREDO; OLIVEIRA, 2010). Anodulacado das raizes fica ativa até o inicio da
senescéncia, podendo fornecer para as plantas até 250 kg ha' (HUNGRIA; CAMPO,
MENDES, 2007).

Diferentes respostas em relagdo ao tipo de aplicagéo, ao tipo de manejo
e de solo foram estudadas. Com inoculante a base de Bradyrhizobium aplicado na
semente, em Latossolo Vermelho tipico, acrescentou até 135 kg ha' em relagéo a
testemunha (BARBARO et al., 2009). Em areas cultivadas em Latossolo Vermelho
amarelo, em Rio Verde - GO, quando aplicado em sulco na dose recomendada, em
area anteriormente cultivada com soja, o numero de nddulos totais e viaveis foi
superior a inoculagao via sementes em 16,37% e 21,13%, respectivamente (VIEIRA
NETO et al., 2008).

Em experimento em primeiro cultivo, em area de cerrado, quando
aplicado por pulverizagdo em cobertura, 18 dias apds a emergéncia, acresceu 1.088
kg ha' em relagdo ao tratamento sem inoculagdo, mas n&o superior a inoculagéo via
sementes que acrescentou 1.822 kg ha', em relagdo ao mesmo tratamento.
Comparando-se a aplicagao foliar e via sementes a diferenca foi de 734 kg ha! (ZILLI
et al., 2008).

Outro fato de relevancia € o estudo dos metabdlitos de como o lipo-
quitooligossacarideos produzido por Rhizobium tropici e B. diazoefficiens, que
possuem capacidade de melhorar a eficiéncia de Bradyrhizobium e A. brasilense na
soja (MARKS et al., 2013; MARKS et al., 2015).

Além da inoculagdo convencional, a coinoculagao que € aplicagao de
Bradyrhizobium mais Azospirillum, é uma técnica que esta sendo propagada, com
resultados significativos (BARBARO et al., 2008; BARBARO et al., 2009; PARDINHO;
PRIMIERI, 2015; BRACCINI et al., 2016).

Usualmente inoculadas e encontradas na rizosfera de plantas da familia
Poaceae, bactérias do género Azospirillum, sao classificadas como BPCV
(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010; HIDALGO, 2018) e fixam N por associacéo
(OKON, LABANDERA-GONZALES, 1994; HUNDRIA, 2011). Sao bactérias de vida
livre, que colonizam o cértex radicular (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010; HIDALGO,
2018). Através da expressao do gene NifH, que codifica a proteina dinitrogenase
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(HIDALGO, 2018), que reduz o N2 atmosférico em amdnia, fixam pequenas parcelas

de N as plantas (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994; HUNGRIA, 2011;
MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).

A maior contribuigdo das bactérias do género Azospirillum é a promogao
de crescimento das plantas. O estimulo a producao de fito hormdnios, como o acido
indol acético, acido indol butirico (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010; HUNGRIA, 2011;
HIDALGO, 2018) e enzimas hidroliticas (MOSTAJERAN; AMOOAGHAIE; EMTIAZI,
2007) resultam no aumento do sistema radicular, maior absor¢édo de nutrientes,
tolerancia a seca e incremento de produtividade (BASHAN; HOLGUIN; 1997;
DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004).

Yasuda et al. (2009) encontraram aumento da resisténcia de arroz ao
fungo patogénico Magnoporthe oryzae e a bactéria Xanthomonas oryzae. Outros
estudos, usando células e metabdlitos de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 aplicados por
diferentes métodos resultaram em maior expressédo de genes de PR-1 SAR e PRP-4
ISR (FUKAMI et al., 2017) e consequentemente maior resisténcia a doencgas
(SANKARI et al., 2011).

Na cultura da soja a coinoculagao entre Bradyrhizobium e A. brasilense,
tem resultado em ganhos de até 13,51% no rendimento de grdos, em relagdo ao
tratamento sem inoculagéo e 8,99%, quando comparado a inoculagao tradicional
(BARBARO et al., 2009). Manteli et al. (2019), encontraram incremento de 23,59% da
coinoculagao (B. japonicum + A. brasilense) em relagédo a testemunha e 12,07% em
relacédo a inoculagdo com B. japonicum. Benintende et al. (2010), em experimento em
solo argiloso, na Argentina, constataram aumento no peso de nédulos nos estadios
Va4, Vs e R4 € no rendimento da cultura, comparando a coinoculagéo e a inoculagao,
em dois anos sequentes de cultivo. Outros trabalhos obtiveram equiparagao de
resultados entre a inoculacéo e coinoculagao (GITTI, 2015).

Esta técnica pode ser realizada diretamente na semente (BENINTENDE
et al., 2010), ou em sulco (BRACCINI et al., 2016). No sulco, a massa de nédulos, o
numero de nddulos no estadio reprodutivo, o teor de N no gréo e a produtividade, ndo
diferiram da inoculagao tradicional (BRACCINI et al., 2016).

Ja o uso do Trichoderma, como parasita de outros fungos, data de 1932,

estudado por Weindling, que realizou experimentos e publicou sobre o tema também



42
em 1934, em 1936 e 1941, sendo amplamente citado (CHINCHOLKAR; MUKERJI,

2007; MACHADO et al., 2012). Este fungo possui acao polivalente sobre outros
organismos e na planta, sendo classificado como parasita, hiperparasita, micoparasita
(MELO, 1998; HARMAN, 2000), possuindo competicdo (HARMAN, 2000), gerando
antibiose (STADNIK; BETTIOL, 2000), induzindo a resisténcia (SNEH; ICHEILEVICK-
AUSTER, 1998; ROMEIRO, 2007) e promovendo o crescimento vegetal (HARMAN et
al., 2004; CARVALHO FILHO et al., 2008).

Outro termo, bioagente (MACHADO et al., 2012), também é usado, uma
vez que apresentam agao na produgao de fito horménios (MACHADO et al., 2012). A
inoculacdao das sementes com Trichoderma é recomendado, uma vez que este pode
evitar a infecgdo das sementes e da planta por fitopatégenos (LUCON, 2009), pois
crescem rapidamente juntamente com o sistema radicular (MACHADO et al., 2012).
Em sementes de feijao, isolados de T. harzianum mostraram-se antagonistas a F.
oxysporum in vitro (CARVALHO et al., 2011). Em algodao (FARIA ALBUQUERQUE;
CASSETARI NETO, 2003) o tratamento de sementes com T. harzianum, teve o
mesmo desempenho na germinagcdo e emergéncia que tratamentos quimicos com
carboxin + thiram e carbendazin + thiram possibilitam melhores em algodao.

Para a cultura da soja, ndao ha muitas publicagdes e relatos quanto ao
uso de tratamento de sementes com Trichoderma. Entre alguns trabalhos, quando as
sementes foram tratadas com T. viride, visando controle de Pratylenchus brachyurus,
houve redugao na populagao e no nivel populacional do nematoide em relagdo as nao
tratadas, porém, nao foi o tratamento de melhor desempenho (BORTOLINI et al.,
2013). Zivanov, Laloseic, Jevtic. (2013) inoculando sementes com isolados de
Trichoderma spp., encontraram potenciais antagonistas a Sclerotinea scletotiorum e
efeitos positivos significativos na germinagdo, comprimento da raiz e vigor de
sementes de soja.

O que tem se destacado na soja, em relagdo aos estudos com
Trichoderma, sao trabalhos visando controle de patégenos de solo de dificil controle
como a S. scletotiorum (GORGEN et al., 2009).

Especificamente com Fusarium, encontrou-se estudos in vitro realizados
na Espanha, com o patdégeno especifico da cultura do arroz, F. verticillioides, onde a
houve antagonismo de T. harzianum sobre o patégeno (SEMPERE; SANTAMARINA,
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2009). Também, verificaram-se estudos de antagonismo in vitro com 112 isolados

Trichoderma e F. sambucinum, que causa a podriddo seca na batata na China (RU;
DI, 2012).

Ikeda (2013) cita que as misturas entre produtos podem levar ao
antagonismo, que é a agao da mistura € inferior a soma das qualidades individuais de
cada formulagéo; ao sinergismo dado quando a agédo da mistura é superior a soma
das qualidades individuais de cada formulacao e; efeito aditivo, que acontece quando
a acao da mistura de produtos € a soma das qualidades individuais de cada

formulacgao.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro estudos, com, algumas metodologias em

comum. Assim, descreve-se estas e distingue-se as especificidades para cada estudo.

3.1 OBTENGCAO DO FITOPATOGENO E PREPARO DO INOCULO

A espécie de Fusarium, utilizada em todos os estudos foi cedida pela
Embrapa Soja, por meio do Acordo de Transferéncia de Material Genético
20900.19/0030-5, identificada como F. tucumaniae CMES 25. Foi recebida na forma
de fragmentos de meio de cultura. Estes foram repicados e mantidos em meio de
cultura Batata Dextrose e Agar (BDA — 200 g, 20 g, 20 g), em placas de Petri,
incubadas em camara BOD (Biochemical Oxygen Demand) + 25 °C, com 8 horas luz.

Como inéculo para todos os experimentos, adaptou-se a metodologia
utilizada por Balardin et al. (2005). O isolado de F. tucumaniae purificado foi
multiplicado em graos de sorgo (Sorghum sudanense L.) esterilizados. A esterilizagao
foi realizada com embebicdo dos grdos em 80% do peso em agua destilada. Na
sequéncia, postos em sacos para autoclave e esterilizados com trés autoclavagens
(121 °C), durando 30 minutos cada, sendo o material revolvido entre estas.

Apos, serem resfriados em temperatura ambiente, para cada quilograma
de gréos esterilizados, adicionou-se 21,28 cm? de coldnia de F. tucumaniae, com 10
dias. Incubando-os em BOD % 25 °C, com 8 horas de luz, por 15 dias, mexendo a cada

dois dias para auxiliar na homogeneizagao a colonizagao (Figura 2).

Figura 2 - Inéculo de Fusarium tucumaniae Preparado com Sementes de Sorghum sudanense. A) Em
Incubagao. B) Incubado apds 23 dias. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Fonte: Manteli (2019).
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3.2 CULTIVAR E SEMENTE UTILIZADA

A escolha da cultivar baseou-se em teste prévio, para o qual foram
semeadas sete cultivares, em copos plasticos de 400 mL, contendo solo de barranco.
Apods, colocou-se no solo, fragmentos de palitos infectados com colénias de F
tucumaniae, a uma distédncia de 1 cm das sementes. Manteve-se o solo com alta
umidade e em temperatura ambiente. Apos sete dias, observou-se que a cultivar TMG
7262 RR foi a mais suscetivel ao patégeno, pois apresentava lesdes de colo e de raiz,
0 que ocasionou a morte das plantas.

Esta cultivar, conforme Tropical Melhoramento e Genética S.A. (2019),
possui como principais caracteristicas fenoldgicas: maturagdo relativa: 6.2,
crescimento semideterminado™, flor branca, pubescéncia cinza, hilo marrom claro,
184 g de peso de mil grdos. Quanto a reagéo a doencgas é resistente ao cancro da
haste (Diaporthe aspalathi), a ferrugem asiatica, mancha "olho-de-ra" (C. sojina), a
podriddo radicular de fitéftora (Phytophthora sojae - raga 1), a pustula bacteriana
(Xanthomonas axonopodis); moderadamente resistente a o Oidio (Microsphaera
diffusa) e suscetivel a nematoides das galhas (Meloidogyne javanica e M. incognita),
das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e de cisto (H. glycines).

As sementes da cultivar foram cedidas por uma empresa multiplicadora
de sementes, devidamente inscrita no RENASEM. A categoria utilizada foi C1, peneira
6,5 mm, produzida na safra 2018/2019. A amostra média resultante do processo de
amostragem do lote de sementes no armazém pesou 40 kg. Chegando ao laboratério,
esta foi guardada em camara fria, com temperatura e umidade relativa controlada (7
°C e 20%, respectivamente).

Imediatamente antes dos experimentos, caracterizou-se a amostra de
sementes. Realizou-se a homogeneizagdo da amostra média utilizando
homogeneizador de sementes modelo Gamet, retirando-se as devidas amostras de
trabalho com pesos compativeis para a condugao dos ensaios.

A partir de entdo, determinou-se o peso de mil sementes (PMS) pela da

metodologia descrita em Brasil (2009), 183,1 g. Realizou-se o teste de germinacéao

4 Apresentam atributos tanto do tipo determinado como do indeterminado.
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por rolo de papel, descrito nas Regras para Analise de Sementes (RAS) (BRASIL,

2009a), obtendo-se dados médios do lote em porcentagem (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados das Analises Fisiologica e Sanitaria da Amostra de Sementes Utilizada nos
Experimentos. UTFPR — Cadmpus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Germinagéo -92% Anormais - 7% Deterioradas - 1%
Vigor:
Massa Secade  Comprimento de Comprimento de .
Plantula (g) Raiz (cm) Parte Aérea (cm) IVE VE (dias) CVE
11,44 22,85 7,85 50,87 11,10 58,90
Incidéncia de Patégenos (%)
Cercospora Colletotrich Al ) Aspergillus E . Chaetomium
wikuchii um spp. ernaria spp. Spp. usarium spp. Spp.
63,5 1 5 14,5 6 1

IVE: Indice de Velocidade de Emergéncia. VE: Velocidade de Emergéncia. CVE: Coeficiente de
velocidade de Emergéncia.

Avaliou-se também o Comprimento de Plantula, onde se semearam
quatro repeticbes de 25 sementes, a %/3 da altura do papel Germitest®, com as
mesmas condi¢gdes do teste de germinagao. Cinco dias apds a semeadura, mediu-se
com auxilio de papel milimetrado, o comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz (CR),
das plantulas consideradas normais. Considerou-se CPA, do hipocoétilo até a insergao
dos cotilédones e CR, da ponta da raiz até o inicio do hipocdtilo (Tabela 1).

Com as plantulas medidas no teste de Comprimento de Plantula, sem os
cotilédones, avaliou-se a Massa Seca de Plantula (MSP). As mesmas foram postas
em sacos de papel, numa estufa de ar forcado a 60 °C, até obtencdo de peso
constante, colocando-as na sequéncia em dessecador, até resfriarem e realizou-se a
pesagem das mesmas, em balanga de precisao, determinado a MSP (Tabela 1)
(adaptado de NAKAGAWA, 1999).

Realizou-se também o teste de Emergéncia de Plantulas, em solo num
canteiro revolvido, com quatro repeticbes de 100 sementes, distribuidas em sulcos
com 3 cm de profundidade e irrigadas de forma manual, diariamente. As contagens
de plantulas emergidas foram efetuadas diariamente, até 14 dias apds a semeadura.
Determinou-se o indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), a Velocidade de
Emergéncia (VE dias) e o Coeficiente de Velocidade de Emergéncia (CVE) (Tabela 1),
pelas férmulas de Manguire (1962), Edmond, Drapala (1958) e Roos, Moore lll citados

por Nakagawa (1999), respectivamente:



47
IVE—E1+E2+ +En
N1 N2 Nn

. (N1E1) + (N2E2) ...+ (NnEn)
B E1+E2+--En

CVE — E1+E2+ -+ En < 100
" N1E1+ N2E2 + ---NnEn

Onde E € o numero de plantulas emergidas diariamente e N o tempo
(dias da contagem).

Para o teste de Sanidade de Sementes, adaptou-se a metodologia
descrita em Brasil (2009) em 10 gerbox esterilizados com alcool 70%, contendo duas
folhas de papel de mata-borréo esterilizadas (120 °C por 15 minutos), embebidas trés
vezes seu peso em agua destilada, semeou-se de forma equidistante, 20 sementes,
sem assepsia superficial. Os gerbox foram incubados em camara BOD, * 25 °C, sob
regime de 12 horas de luz. Apds sete dias, examinou-as, uma a uma, sob microscépio
estereoscédpico com aumento de 20 vezes e os microrganismos foram identificados,

com auxilio de Brasil (2009b) e anotados (Tabela 1).

3.3 ESTUDO 1 — DOSE INIBITORIA MiNIMA DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS
UTILIZADOS NO TRATAMENTO DE SEMENTES SOBRE OS BIOLOGICOS E O
Fusarium tucumaniae

Este estufo foi realizado no Laboratério de Fitossanidade, da UTFPR,
Campus Dois Vizinhos, em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Neste, testou-se a compatibilidade dos produtos fitossanitarios utilizados
no tratamento de sementes, sobre B. japonicum, A. brasilense, T. harzianum e efeito
sobre F. tucumaniae, totalizando 10 tratamentos e mais uma testemunha para cada
microrganismo (Tabela 2).

Como fonte de B. japonicum utilizou-se inoculante comercial o qual
possuia SEMIA 5079 e 5080, e tinha como garantia 5 x 10° UFC mL-"', na dose de 2

mL kg' de sementes, adicionando 1 mL kg™' de agua. Para A. brasilense, o inoculante
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comercial continha as cepas Ab V5 e AbV6 e garantia minima de 2 x 108 UFC mL",

na dose de 2 mL kg™' de sementes de soja. O produto com T. harzianum utilizado era
p6 molhavel, continha o isolado IBLF 006, com garantia de 1 x 10" UFC g, na

recomendacgdo de 0,5 g kg' de sementes, adicionados 1 mL kg™ de agua.

Tabela 2 — Produtos Fitossanitarios Utilizados no Teste de Compatibilidade in vitro com Produtos
Bioldgicos e Fusarium Tucumaniae. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Principio Ativo Dose (mL kg') H20* (mL kg™)
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 25+20 25+20
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 2,0 3,0
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 3,5+1,8 1,56+3,2
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 2,0+1,0 3,2+3,0
Imidacloprido — Tiodicarbe 2,5 2,5
Carbendazim — Tiram 2,0 2,0
Bifentrina — Imidacloprid 3,5 1,5
Tiofanato Metilico — Fluazinam 1,8 3,2
Tiametoxam 2,0 3,0
Metalaxil-M — Fludioxonil 1,0 4.0

*Utilizada na Calda.

O estudo foi realizado através do teste de microdiluicdo em calda. Para
0 mesmo, inicialmente preparou-se uma calda com cada produto fitossanitario,
considerando a recomendacdo de dose e de adigdo de agua destes, com agua
destilada e esterilizada. Preparou-se solu¢gbes com B. japonicum, A. brasilense e T.
hazianum, equivalente a turvagao da escala 0,5 McFarland (1907) em solugao salina
estéril (0,9 % NaCl). Para F. tucumaniae, utilizou-se coldnia purificada, com 10 dias de
cultivo em BDA, adicionando a esta 1 mL de salina estéril (0,9 % NaCl) e 100 yL de
Tween®, espalhando-os sobre a mesma, recolhendo apds o sobrenadante, utilizado
para composi¢ao da solugao.

Em microplacas estéreis de 96 pogos, com colunas e linhas indicadas
(Figura 3) adicionou-se 200 pL de caldo Batata Dextose (BD) (200 g L; 20 g L") em
cada pog¢o. No primeiro pogo, de cada repeticao acrescentou-se 200 yL da calda de
cada produto fitossanitario, em triplicada. A partir desta, fez-se 12 diluicbes seriadas
para cada tratamento (Figura 3).

Apos, adicionou-se em cada poco, 10 uL da suspensao salina com cada
microrganismo (Figura 4). Posteriormente foram levemente homogeneizados. Em
seguida, incubou-se as microplacas a 25 °C por 24 horas, para B. japonicum e A.
brasilense e, por 48 horas para T. harnizum e F. tucumaniae. Como testemunhas, 10

ML da suspenséao salina com cada microrganismo, foi incubada somente em caldo BD.
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Apoés o periodo de incubagédo observou-se o crescimento microbiano,

com leitura por espelho na escala de turvagdo 0,5 de McFarland (1907), com auxilio
de iluminacéo no fundo das placas, observando crescimento dos microrganismos nas
mesmas.

Figura 3 - Microplaca de 96 Pogos Contendo Dois Tratamentos com 12 Diluigdes Seriadas. UTFPR —
Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

TIOFANATO-
| METILICO +
FLUAZINAM

TIAMETOXAM

Fonte: Manteli (2019).

Figura 4 — Adigdo da Suspensao Salina com Microrganismo na Microplaca de 96 Pogos Contendo Dois
Tratamentos com 12 Dilui¢ées Seriadas. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

R N

Fonte: Manteli (2019).

Determinou-se a dose inibitoria minima (DIM) de cada produto

fitossanitario, sobre cada microrganismo testado, conforme o protocolo padronizado



50
pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI) (2002).

Os dados foram descritos diretamente na DIM para cada tratamento

sobre cada microrganismo.

3.4 ESTUDO 2 - PRODUTOS FITOSSANITARIOS E BIOLOGICOS SOBRE O
CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO DE Fusarium tucumaniae

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitossanidade, da
UTFPR, Cédmpus Dois Vizinhos. Realizou-se um experimento in vitro, em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Para este, sementes
de soja da cultivar descrita foram tratadas com produtos fitossanitarios e bioldgicos,
combinados ou n&o, nas devidas doses comerciais, totalizando 24 tratamentos
(Tabela 3), mais a testemunha (sem tratamento).

O experimento foi realizado em placas de Petri (90 mm) contendo + 20
mL de BDA e montado em camara de fluxo laminar. Préximo ao centro destas foi
disposto um disco de 0,5 cm de didametro de colbnia de F. tucumaniae (BDA, % 25 °C,
12 horas luz, 8 dias) e, paralelamente a este (+ 0,5 cm de distancia), afixada no meio
de cultura, uma semente de soja, com o devido tratamento (Figura 5).

Sobre o disco de F. tucumaniae demarcou-se duas linhas, uma em
diregcdo a semente e outra perpendicular a esta. As mesmas foram utilizadas como
referéncias para medi¢gdes do crescimento da colbnia em direcdo a semente e
lateralmente (Figura 6). Estas foram realizadas até a testemunha tomar toda a placa,
em uma das diregdes. Calculou-se a area total da col6nia de F. tucumaniae (cmd).

Verificou-se a distribuicdo normal dos dados, observando-se a
necessidade da transformacdo dos mesmos. Estes foram transformados por log(x)
confirmando-se entdo a normalidade pelo teste D’Agostino'®, com auxilio do programa

BioEstat5.0 (AYRES et al., 2007). Na sequéncia, aplicou-se analise da variancia e o

15 Este teste baseia-se nas medidas de simetria e curtose e o p-valor é calculado pelo
Qui-Quadrado com dois graus de liberdade. Deve ser utilizado para amostras iguais
ou maiores que 20 unidades, com uma ou k amostras (AYRES et al., 2007).
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Teste de comparagdo de médias Skott-Knott'®(p<0,05) com auxilio do software

Assistat 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2016).

Tabela 3 — Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos, Utilizados no Tratamento de Sementes no Estudo de
Crescimento Micelial de Fusarium Tucumaniae, in vitro. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos Dose
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 2,5mLkg'+ 2 mL kg™
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 2 mL kg™’
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 3,5mLkg"'+ 1,8 mL kg™
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 2mLkg"'+1mLkg"
B. japonicum 2mLkg’
B. japonicum + A. brasilense 2mLkg"'+2mL kg™
B. japonicum + T. harzianum 2mLkg'+0,5g kg
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 2mLkg'+2mLkg'+0,5g kg
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum *
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum .
+ A. brasilense
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum *
+ T. harzianum
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum *

+ A. brasilense + T. harzianum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + A. *
brasilense

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + T. *
harzianum

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + A. *
brasilense + T. harzianum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. N
Jjaponicum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. N
Jjaponicum + A. brasilense

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. N
Japonicum + T. harzianum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. .

Japonicum + A. brasilense + T. harzianum

Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum

Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. .
brasilense
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + T. .
harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. .

brasilense + T. harzianum
*Cada produto com sua respectiva dose.

16 Separa as médias dos tratamentos em grupos homogéneos, assim minimizando
soma de quadrados dentro e maximizando entre 0os grupos e sem sobrepor esses
grupos (SKOTT; KNOTT, 1974).



52
Figura 5 - Detalhe da Montagem do Experimento em Placas de Petri. A Esquerda da Placa o Disco de
Fusarium tucumaniae e a Direita a Semente Tratada Sendo Fixada no Meio de Cultura. UTFPR —
Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Fonte: Manteli (2019).

Figura 6 - Placa do Experimento Indicando os Detalhes da Montagem e Leitura. UTFPR — Campus
Dois Vizinhos — PR, 2019.

Fonte: Manteli (2019).
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3.5 ESTUDO 3 - QUALIDADE DE SEMENTES DE SOJA INFESTADAS COM
Fusarium tucumaniae E SUBMETIDAS A TRATAMENTOS COM PRODUTOS
FITOSSANITARIOS E BIOLOGICOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Didatico de Analise de
Sementes da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campus Dois
Vizinhos e em barracdo de armazenagem de insumos de uma cooperativa no
municipio de Marmeleiro — PR. Foi realizado em trés etapas, em delineamento
inteiramente casualizado.

No laboratério, na primeira etapa, apds a caracterizagdo da amostra
(Descrito no intem 3.2), 30 kg de sementes, foram acomodados em sacos de algodao,
subdivididos em amostras de 3 kg. Metade das amostras foi infestada com 3% de
inéculo de sorgo infectado com F. tucumaniae (Descrito em 3.1), este, seco em estufa
de ar forgado por 8 horas a 25 °C. Apés, foram guardadas em armazém de insumos,
por 23 dias. Diariamente, anotaram-se as temperaturas ambiente maxima e minima,
obtendo-se como minima 12 °C e maxima 26 °C.

Passado este periodo, na segunda etapa, em laboratério, analisou-se a
viabilidade, o vigor e a sanidade das sementes infestadas e n&o infestadas (Tabela 4),
conforme as metodologias Descritas em 3.2. Apds estas, metade das amostras,
infestadas e nao infestadas, receberam tratamentos com os produtos fitossanitarios
(Tabela 5). Estes foram realizados em sacos plasticos e dosados com auxilio de
micropipeta. Na sequéncia, foram armazenadas por mais 23 dias, nas mesmas
condigdes da primeira armazenagem.

Na terceira etapa, novamente no Laboratério Didatico de Analise de
Sementes, apés o armazenamento, montou-se um experimento conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 25. Sendo o Fator 1,
a infestacao ou ndo das sementes com F. tucumaniae e o Fator 2, 24 tratamentos de
sementes, combinando produtos fitossanitarios e biolégicos (Tabela 6), mais uma
testemunha (sem tratamento). Sendo considerada como repeticao experimental, cada

amostra em cada teste.
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Tabela 4 - Resultados da Analise Fisiolégica e Sanitaria das Sementes Infestadas com Fusarium
tucumaniae e Armazenadas por 23 Dias. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

N&o infestadas Infestadas
Germinacao Anormais Deterioradas Germinacéao Anormais Deterioradas
90% 8% 2% 88 % 6% 6%
Vigor Vigor
MSP CR CPA VE MSP CR CPA VE
IVE ! CVE IVE . CVE
(@)  (cm)  (cm) (dias) (90  (cm)  (cm) (dias)
1193 616 1042 50,98 11,08 5907 | 1095 578 958 4274 1118 °0°
--------------- Incidéncia de Patogenos (%) Incidéncia de Patégenos (%)-----------
Fusarium spp.  Alternaria spp. Asp seprg illus Fusarium spp.  Alternaria spp. Asp :prg ilus
5 3,5 14 13,5 1 14,5
Cercospora Chaetomium Rhizopus s Cercospora Chaetomium Rhizopus
kikuchii spp. P Pp- kikuchii spp. spp.
59 2 2 48 1,5 5

MSP: Massa Seca de Plantula. CR: Comprimento de Raiz. CPA: Comprimento de Parte Aérea. IVE:
indice de Velocidade de Emergéncia. VE: Velocidade de Emergéncia. CVE: Coeficiente de Velocidade
de Emergéncia.

Tabela 5 — Produtos Fitossanitarios Utilizados no Tratamento de Sementes antes do Armazenamento.
UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Principio Ativo Dose

Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 2,5 mLkg'+ 2 mL kg™
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 2 mL kg™

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 3,5 mLkg'+ 1,8 mL kg™
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 2mLkg' +1mLkg"

A partir destes, as amostras foram submetidas aos testes de
Germinagao, Comprimento de Plantula, Massa Seca de Plantula, Emergéncia de
Plantula e Sanidade de Sementes, conforme descrito no item 3.3. Para o teste de
sanidade computou-se somente as sementes com presencga de Fusarium spp., em
porcentagem.

Os dados foram submetidos a testes de normalidade. Quando néao
atendendo este pressuposto, realizou-se transformacdes, sendo utilizadas as
seguintes: Germinagao x2, IVE log(x), VE log(x) e para MSP "/\x. A seguir, confirmou-
se entdo a normalidade pelo teste D’Agostino e Lilliefors'”, com auxilio do programa
BioEstat5.0 (AYRES et al., 2007). Apos foram submetidas ao teste de comparagao de
médias Skott-Knott (p<0,05) com auxilio do software Assistat 7.7 (SILVA, AZEVEDO,

2016). A variavel porcentagem de sementes com Fusarium spp., nao teve distribuicao

7 Prova ndo-paramétrica de aderéncia destinada a comparar o grau de concordancia
entre a distribuicdo acumulada de um conjunto de valores de uma amostra com a
distribuigao tedrica acumulada esperada (AYRES, et al. 2007).
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normal, sendo aplicada estatistica descritiva para a mesma.

Tabela 6 — Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos, Utilizados no Tratamento de Sementes no Estudo
Qualidade de Sementes. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos Dose
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 2,5mL kg'+ 2 mL kg™
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 2mL kg’
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 3,5mL kg'+ 1,8 mL kg™
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 2mLkg'+ 1 mLkg™"
B. japonicum 2 mL kg™
B. japonicum + A. brasilense 2mLkg'+ 2 mL kg™
B. japonicum + T. harzianum 2mLkg'+0,5gkg™
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 2mLkg'+2mLkg"+
0,5 g kg’

Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A.
brasilense

Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + T.
harzianum

Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A.
brasilense + T. harzianum

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil +B. japonicum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + A.
brasilense

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + T.
harzianum

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + A.
brasilense + T. harzianum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico
Jjaponicum

*

Fluazinam + B.

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
Jjaponicum + A. brasilense
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
jJjaponicum + T. harzianum
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *

Jjaponicum + A. brasilense + T. harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + T. harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense
+ T. harzianum

**Cada produto com sua respectiva dose.

* ok *  *

3.6 TRATAMENTOS DE SEMENTES COM PRODUTOS FITOSSANITARIOS E
BIOLOGICOS SOBRE A INCIDENCIA DE PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ EM
SOJA

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, na UTFPR,

Campus Dois Vizinhos modelo duas aguas, com cobertura de policarbonato
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transparente, dotada de sistema de controle de temperatura e fotoperiodo. Realizado

em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em esquema
bifatorial, 2 X 25. O Fator 1 constituiu-se no modo de aplicagdo dos produtos
bioldgicos, inoculados na semente ou aplicados em sulco; o Fator 2, pelos tratamentos
de sementes com produtos fitossanitarios e biolégicos, combinados ou n&o (Tabela 7).

Utilizou-se como substrato solo de barranco, conduzido em vasos com
capacidade para 3 L, com 1 cm de pedras britas ao fundo, para evitar adensamento
do solo. Em cada vaso adicionou-se 2,5% do peso do solo em in6culo de sorgo
infectado (Descrito no item 3.1) (Figura 7), minturando-os ap6s. Uma hora antes da
semeadura, as sementes (Descritas no item 3.3) receberam os tratamentos com os
produtos fitossanitarios e no momento da semeadura com os biolégicos (Tabela 7),
nas doses comercias. Em seguida, semeou-se, a 3 cm de profundidade, trés
sementes por vaso, com 5 cm de espagcamento entre estas.

Para aplicagdo em sulco, apds dispor as sementes nos mesmos,
aplicaram-se com borrifador os produtos biolégicos. Este, foi previamente calibrado
para calda equivalente a 50 L ha™', conforme recomendacao comercial.

A irrigacado foi realizada manualmente com regador, observando-se
cuidadosamente uma distribuicdo homogénea. A umidade relativa do ar e a
temperatura foram medidas a cada duas horas, com Datalogger modelo AK172,
observou-se que a temperatura minima no periodo 3 °C e a maxima de 41,1 °C, com
média de 20,8 °C e umidade relativa que oscilou de 29,9% a 99,2 %, com média de
78,52%.

O experimento foi conduzido por 97 dias, até a testemunha apresentar
os sintomas de folha carijo. Neste momento, as plantas foram cortadas a + 3 cm acima
do solo, para facilitar o manuseio do sistema radicular. As raizes das plantas foram
cuidadosamente desagregadas do solo, retiradas, lavadas e secas. Estas foram
identificados, postas em sacos plasticos e guardadas em geladeira por uma semana.

Em seguida, fragmentos de raizes com sintomas, de todas as plantas,
foram preparados para o plaqueamento recebendo duas lavagens, a primeira em
alcool etilico (70%), por = 30 segundos e a segunda em agua esterilizada, por + 5
segundos. Sendo retirado o excesso de agua em papel filtro esterilizado. Apds, estes

fragmentos foram postos em placas de Petri, em meio BDA. Estas foram deixadas em
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BOD (z 25 °C), por sete dias. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo

laminar.

Tabela 7 — Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos, Utilizados no Estudo de Incidéncia de Fusarium
tucumaniae, em Soja. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos Dose
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 2,5mLkg'+2mLkg™"
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 2mL kg’
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 3,5mLkg’+ 1,8 mL kg™
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 2mLkg'+ 1 mLkg™"
B. japonicum 2 mL kg™
B. japonicum + A. brasilense 2 mL kg™
B. japonicum + T. harzianum 2mLkg'+0,5gkg"’
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 2mLkg'+2mLkg'+ 0,5g kg™
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. *
Japonicum
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. *
Jjaponicum + A. brasilense
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. *
Jjaponicum + T. harzianum
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. *
Jjaponicum + A. brasilense + T. harzianum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil +B. japonicum *
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + *

A. brasilense

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + *
T. harzianum

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil + B. japonicum + *
A. brasilense + T. harzianum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
Jjaponicum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
Jjaponicum + A. brasilense

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
jJjaponicum + T. harzianum

Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. *
Jjaponicum + A. brasilense + T. harzianum

Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum *
Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. *
brasilense

Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + T. *
harzianum

Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil + B. japonicum + A. *

brasilense + T. harzianum
*Cada produto com sua respectiva dose.

Observou-se em cada fragmento de raizes, se houve a ocorréncia do
crescimento de col6nia de F. tucumaniae (Figura 8), caracterizando a incidéncia do

mesmo.
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Figura 7 - Inéculo de Sorgo Contedo Fusarium tucumaniae Adicionado ao Solo dos Vasos. UTFPR —
Céampus Dois Vizinhos - PR, 2019.

Fonte: Manteli (2019).

Os dados de incidéncia foram submetidos a testes de normalidade e por
nao atenderem este pressuposto, realizou-se transformagdes recomendadas. Mesmo
assim, confirmou-se a ditribuicdo ndo normal dos mesmos. Decidiu-se portanto, pelo
agrupamento dos tratamentos, conforme o tipo de produtos aplicados.

Figura 8 - Detalhes do Plagueamento de Raizes. A) Corte da Raiz com Sintoma. B) Raizes Plaqueadas

em DBA apés Sete Dias, Identificadas com a Repeticdo do Experimento e Crescimento das colbnias

de Fusarium tucumaniae. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.
. e

M
Fonte: Manteli (2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ESTUDOI 1 — TESTE DE COMRATIBILIDADE IN VITRO DOS PRODUTOS
FITOSSANITARIOS SOBRE OS BIOLOGICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DE
SEMENTES E Fusarium tucumaniae

Os produtos fitossanitarios testados apresentaram inibicdo aos produtos
biolégicos utilizados no tratamento de sementes e ao F. tucmaniae. Atestemunha, ndo
apresentou inibicdo em nenhuma das diluicées (Tabela 8), o que confirma a viabilidade
dos produtos biolégicos testados e do F. fucumaniae.

Para A. brasilense, observou-se que com diluigcbes de /12> das doses de
todos os produtos fitossanitarios testados, mesmo que inseticidas, foram suficientes
para inibir seu crescimento, sendo, portanto, considerado o mais sensivel entre os
microrganismos testados (Tabela 8). O A. brasilense € uma bactéria gram negativa
que apresenta diversos mecanismos de resisténcia, como cistos, microaerdfilos,
pleomorfismo, resistindo a estresse hidrico (MOREIRA et al., 2010) e meios salinos
(NOBREGA et al., 2004). Em relacéo a salinidade do meio um isolado de Azospirillum
spp. tolerou até 50 g L' de NaCl, se mostrando um dos mais resistentes neste aspecto
entre 72 isolados testados (NOBREGA et al., 2004). Mas, mesmo com todas estas
caracteristicas, nao resistiu ao contato direto com nenhum dos produtos testados, em
nenhuma das diluicbes.

O B. japonicum, teve menor sensibilidade que o A. brasilense, sendo que
o inseticida Imidacloprid + Tiodicarbe o fungicida Tiofanato Metilico — Fluazinam,
tiveram inibicdo somente a partir da diluicdo de /s e, o fungicida Metalaxil-M +
Fludioxonil, inibiu somente a partir da diluicdo de /s, ou seja, foram menos tdxicos a
este microrganismo que os demais produtos testados (Tabela 8). Mesmo sendo uma
proteobractéria, gram negativa e por isso, possuir como componente principal da
parede celular um complexo de lipopolissacarideos, os quais sao importantes para a
manutencao da estabilidade da membrana celular (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994),
nao aumentou a resisténcia a entrada/contato com os produtos.

Bashan, Holguin (1997) relataram ha aumento da espessura da camada

de lipopolissacarideos, quando bactérias gram negativas sdo expostas a estresses,
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como o salino. Ou seja, podem se tornar mais resistentes nestes casos. Vale ressaltar

que nao foi aferida a condutividade elétrica das caldas aplicadas para averiguar a
salinidade das mesmas, no entanto, sugere-se que esta seja uma das explicagdes,
pois Vieira, Krzyzanowski (1999) afirmam que ha aumento da condutividade elétrica
quando aplicado tratamento as sementes. Além de que Ferreira et al. (2013),
relataram que ha reducdo das UFC de Bradyrhizobium spp. inoculado em sementes
de soja tratadas, manual ou industrialmente, com inseticidas, fungicidas e polimeros,
no entanto, até quatro dias este microrganismo ainda se apresenta viavel.

Tabela 8 — Dose Inibitéria Minima de Produtos Fitossanitarios, Sobre Produtos Bioldgicos Utilizados no

Tratamento de Sementes de Soja (Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense e Trichoderma
harzianum) e Fusarium tucumaniae. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Produto DC B. japonicum A. brasilense F. tucumaniae  T. harzianum
Fitossanitario  (mLkg") DIM DL DIM DL DIM DL DIM DL
1. - 14 14 14 14 4 4 4 4
2 25+ 0,208 + 112+ 0,208 + 2+ 0416+ g+ 0277+ g+
) 2,0 0,166 42 0,166 42 0,333 g 0,222 Ig
3. 2,0 0,166 42 0,166 42 0,285 /7 0,222 Ig
4 3,5+ 0,291 + 12+ 0,291 + 12+ 0,291+ Y+ 0,437+ g+
) 1,8 0,150 12 0,150 12 0,150 12 0,225 /g
5 2,0+ 0,166 + 12+ 0,166 + i+ 0,166 + Y+ 0,222+ g+
) 1,0 0,083 12 0,083 12 0,083 12 0,111 Ig
6. 2,5 0,277 /g 0,208 12 0,277 g 0,277 Ig
7. 2,0 0,166 12 0,166 12 0,400 s 0,333 s
8. 3,5 0,291 12 0,291 12 0,291 42 0,291 12
9. 1,8 0,200 /g 0,150 412 0,150 42 0,180 10
10. 2,0 0,166 12 0,166 12 0,250 /g 0,200 10
11. 1,0 0,166 /s 0,083 12 0,125 /g 0,100 10

DC = Dose Comercial. DIM = Dose Inibitéria Minima. DL = Diluigdo da Dose que Controlou. Produtos
Fitossanitarios = 1: Testemunha. 2. Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram. 3: Piraclostrobina
- Tiofanato Metilico — Fipronil. 4: Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam. 5:
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil. 6: Imidacloprido — Tiodicarbe. 7: Carbendazim — Tiram. 8:
Bifentrina — Imidacloprid. 9: Tiofanato Metilico — Fluazinam. 10: Tiametoxam. 11: Metalaxil-M —
Fludioxonil.

Para os fungos testados, em ambos os casos, o patégeno F. tucumaniae
e o biocontrole T. harzianum, todos os produtos tiveram DIM maiores, se comparadas
com as bactérias, ou seja, foram mais resistentes que estas (Tabela 8). Este fato pode
ser justificado devido as paredes das hifas dos fungos, possuirem rigidez, devido a
sua composigao por B-glucanas e quitina, que é caracteristica da ordem Hypocreales
(MASSOLA JUNIOR, 2018), a qual pertencem os fungos avaliados. Este fato requer
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maior importancia, pois no caso do T. harzianum, & potencial agente bioldgico utilizado

no controle de diversos fitopatdogenos, apresentando, portanto, maior compatibilidade,
uma vez que mesmo em contato direto com diversos produtos fitossanitarios,
apresentou sobrevivéncia. No entanto, ndo pode afirmar que tais produtos podem ser
utilizados em associagao com T. harzianum no tratamento de sementes, pois tal teste
considera a sobrevivéncia do agente bioldgico, mas ndo quantifica as UFC.

Quando se observa a acdo dos produtos fitossanitarios testados, o
Difentrina + Imidacloprid, aplicado isoladamente, mesmo sendo inseticida, foi o que
apresentou maior inibigdo a todos os microrganismos, pois com a diluigido de /12, a
minima testada, ndo houve crescimento destes (Tabela 8). A sensibilidade destes
microrganismos a este produto, pode estar ligada ao fato de que a aplicagdo foi
diretamente sobre estes, ndo podendo ser feita relagdo com possiveis sitios de acao,
ja que se trata de inseticida, mas pode-se inferir que houve alteragdo quimica neste
meio, o que matou estes microrganismos.

Todos os produtos fitossanitarios testados apresentaram DIM menor que
a dose recomendada, o que alerta para problemas de incompatibilidade (Tabela 8).
No entanto, estes foram aplicados diretamente sobre os microrganismos testados e
nao sobre as sementes. Caso fossem aplicados sobre as sementes, o tipo de
associagao entre os microrganismos e estas, devem ser avaliados, se confirmam
esses resultados. Segundo Brasil (2009b), quando sao infectantes as sementes, os
microrganismos estao presentes em tecidos internos a esta o que evitaria o contato
deste com os produtos fitossanitarios que tem agao de contato. No entanto, todos os
produtos testados possuem moléculas de contato misturada as sistémicas ou somente
sistémicas, o que corrobora com a explicagdo dada anteriormente sobre mudancgas
quimicas, como a salinidade, que também causam efeito negativo sobre os
microrganismos.

Analisando ainda o fato de que, com doses menores que as
recomendadas, houve o controle de F. fucumaniae, podem-se sugerir novos estudos
sobre isso. No entanto, neste contexto, sabe-se que a fungao dos produtos utilizados
no tratamento de sementes ndo é somente a erradicacdo dos fitopatégenos
associados a elas, mas também, a diminuigdo da exposi¢ao destas aos encontrados
no solo (HENNING, 2005; FRANCA-NETO et al., 2016; NUNES, 2016). Assim, as
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doses dos produtos fitossanitarios utilizadas devem garantir a efetividade destas duas

fungdes, uma vez que o solo € um ambiente com diversidade micro e macrobiolégica,
dependente e sujeito a alteragdes de umidade, o que pode gerar perdas deste para o

solo.

4.2 ESTUDO 2 - PRODUTOS FITOSSANITARIOS E BIOLOGICOS SOBRE O
CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO DE Fusarium tucumaniae

Para o crescimento micelial observou-se diferenca estatistica entre os

tratamentos aplicados as sementes (Tabela 9).

Tabela 9 - Resultado da Analise da Varidncia para o Experimento de Crescimento Micelial. UTFPR —
Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Causa de Graus de Soma dos Quadrado Médio F calculado
variagcao Liberdade Quadrados

Tratamentos 24 7,99718 0,33322 45,4481**
Residuo 75 0,45899 0,00612  eme--
Total 99 8,45617 e e

** Significativo pelo Teste F ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

Foram 11 tratamentos que apresentaram o0s maiores crescimentos
miceliais: Testemunha, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil, Imidacloprido -
Tiodicarbe + Carbendazim - Tiram, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico -
Fluazinam, B. japonicum, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum,
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim - Tiram + B. japonicum, Bifentrina -
Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. japonicum, B. japonicum + A.
brasilense, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A.
brasilense, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. japonicum +
A. brasilense.

Nota-se, portanto, que o tratamento de sementes com estes produtos
fitossanitarios aplicados de forma isolada, ou quando acrescidos de B. japonicum, e
alguns com A. brasilense, ndo possuem efetividade no controle micelial in vitro para
F. tucumaniae. Este fato remete que ambas as bactérias testadas, ndo tem acéao
isolada ou sinérgica sobre o F. tucumaniae. O maior crescimento da testemunha indica
a viabilidade da colbénia de F. tucumaniae utilizada (Tabela 10).

Outra consideracado a ser exposta € que todos os fungicidas testados
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neste trabalho, mesmo sendo os de maior utilizacdo em TSI, nenhum possui indicagao

para controle de PVR (STANDAK TOP, 2019; MAXIM XL, 2019; DEROSAL PLUS,
2019; CERTEZA, 2019), fato que indica a necessidade de estudos para
desenvolvimento de misturas de moléculas e/ou produtos bioldgicos no controle deste
importante fitopatégeno da soja.

Tabela 10 - Crescimento Micelial de Coldnia de Fusarium tucumaniae, Apés Sete Dias de Incubagao

Pareada com Sementes Tratadas com Produtos Fitossanitarios e Biolégicos. UTFPR — Campus Dois
Vizinhos — 2019.

Tratamentos Area da
Col6nia (cm?)
Testemunha 48,02 a
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 29,08 b
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 42,02 a
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 35,96 a
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 42,18 a
B. japonicum 48,74 a
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum 31,51b
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum 42,83 a
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum 41,15 a
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 40,20 a
B. japonicum + A. brasilense 50,27 a
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. brasilense 14,42 c
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. brasilense 39,36 a
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense 31,43 b
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum + A. 43,85 a
brasilense
B. japonicum + T. harzianum 11,41d
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + T. harzianum 8,05e
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + T. harzianum 3,75 ¢
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + T. harzianum 10,89d
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum + T. 22,62 b
harzianum
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 29,47 b
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. brasilense 12,26 d
+ T. harzianum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. brasilense + T. 17,75 c
harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense + T. 9,92 e
harzianum
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum + A. 28,30 b
brasilense + T. harzianum
CV (%) 5,62

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Skott-Knott (p<0,05).
CV (%): Coeficiente de Variagao.

Todos os tratamentos com T. harzianum tiveram menores crescimentos
miceliais, independentemente do produto fitossanitario ou bioldgico (Tabela 10). Em
trabalho testando desinfetantes em estufas de producéo de cogumelos comestiveis

Togashi, Gisusi, Harada (1998), verificaram que ha cepas de T. harzianum resistentes



64
a bezimidazois, como o benomil. A relevancia deste fato € que trés dos quatro

fungicidas testados neste experimento possuem benzimidazois em sua composigao,
ou seja, pode-se justificar o fato de que os tratamentos com T. harzianum tenham
incompatibilidade com estes fungicidas. O unico fungicida que ndo tem benzimidazol
€ o Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil, o qual possui mistura de acilalaninato e
fenilpirrol, sendo que quando aplicado isoladamente apresentou-se entre os maiores
crescimentos miceliais, ja quando acrescido de B. japonicum + T. harzianum, teve o
segundo menor crescimento e, quando com B. japonicum + A. brasilense + T.
harzianum o menor crescimento.

E o Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil, que também é uma
mistura de dois grupos de fungicidas, Benzimidazol e Estrobitulina, quando aplicado
sozinho teve o maior crescimento, mas quando com B. japonicum + T. harzianum
apresentou o menor de todos os crescimentos, que nao diferiu estatisticamente do
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim - Tiram + B. japonicum + T. harzianum.
Estes dois fatos, remetem a possibilidade de compatibilidade de T. harzianum, com
outros grupos de fungicidas, sendo este fato confirmado também pelo teste de
compatibilidade (Descrito em 4.1), o qual revelou que este fungo teve as maiores DIM,
ou seja, foi um dos mais resistentes aos produtos testados.

A compatibilidade e T. harzianum e fungicidas também foi testada por
Pandolfo (2007), que observou que trifloxistrobina + protioconazol foram os menos
toxicos a diversos isolados deste. Divergindo dos resultados encontrados por esta
autora, aqui o Carbendazim - Tiram + T. harzianum, teve o menor crescimento micelial
de F. tucumaniae, ou seja, pode ter ocorrido sinergismo entre os produtos
fitossanitarios e os bioldgicos.

O T. harzianum possui como composi¢ao de suas hifas p-glucanas e
quitina, que é caracteristica da ordem Hypocreales (MASSOLA JUNIOR, 2018), o que
pode ter Ihe conferido maior compatibilidade com os produtos fitossanitarios e
consequente acado sobre o F. tucumaniae. Além de que, este fungo possui acéo
polivalente sobre outros organismos, sendo classificado como parasita, hiperparasita,
micoparasita (MELO, 1998; HARMAN, 2000), competidor (HARMAN, 2000) e
antibiético (STADNIK; BETTIOL, 2000).

Observando-se somente os tratamentos de sementes com bioldgicos,
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pode-se inferir que o T. harzianum possui efeito supressor sobre o crescimento de F.

tucumaniae. Esta comprovacao é feita quando se analisa o tamanho das colénias com
estas diferentes combinagdes aplicagdo de B. japonicum, com 48,74 cm?®, B.
japonicum + A. brasilense, com 50,27 cm?3, B. japonicum + T. harzianum 11,41 cm3® e
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 29,47 cm®. Quando tratadas com B.
Japonicum + A. brasilense + T. harzianum as médias estdo entre as de segundo maior
crescimento, mas isso representa 39,54% e 41,37% a menos de crescimento das
colénias de F. tucumaniae, em relagao ao B. japonicum e B. japonicum + A. brasilense,
respectivamente. Ja, quando se compara os valores obtidos com tratamento de B.
Japonicum + T. harzianum, esta redu¢ao em relacéo a B. japonicum & de 76,59% e em
relagdo a B. japonicum + A. brasilense é de 77,3%. Estas comparagdes pressupdem
que T. harzianum e B. japonicum tem efeito sinérgico sobre a redugao de colbnia de
F. tucumaniae, enquanto T. harzianum e A. brasilense, nao possuem efeito aditivo, ou
até incompatibilidade.

Ribas et al. (2014) encontraram redugao da cultura de F. oxysporum por
antagonismo e inibicao devido a emissao de metabdlitos volateis de Trichoderma spp.
Entre os metabdlitos isolados encontraram quitinase, glucanase e proteases, o que
justificam tanto a agéo sobre o F. fucumaniae quanto sobre o A. brasilense.

Uma analise conjunta dos dados permite afirmar que o uso de T.
harzianum isolado ou associado com os fungicidas possui agao como biocontrole,
sendo uma alternativa viavel no tratamento de sementes para o manejo da podridao

vermelha da raiz da soja.

4.3 ESTUDO 3 - QUALIDADE DE SEMENTES DE SOJA INFESTADAS COM
Fusarium tucumaniae E SUBMETIDAS A TRATAMENTOS COM PRODUTOS
FITOSSANITARIOS E BIOLOGICOS

Para o teste de patologia de sementes, a presenca de F. fucumaniae nao
teve distribuicdo normal com nenhuma das transformacgdes de dados. Portanto, optou-
se somente em apresenta-los (Tabela 11). Mesmo sem significancia estatistica,
observa-se que com poucas excecgdes, as sementes infestadas apresentaram maior

percentual de F. tucumaniae o que comprova a efetividade o inéculo, fato também
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comprovado pela testemunha. Antes do tratamento com produtos fitossanitarios, apos

serem armazenadas por 23 com o indéculo de F tucumaniae, as sementes
apresentaram aumento de 8,5% de sementes infectadas por Fusarium spp. (Tabela
12). E depois de armazenadas por mais 32 dias, a testemunha teve redugéo da
infecgédo deste patdégeno para 7%, ou seja, o indculo perdeu parte da sua viabilidade.
Tabela 11 — Percentual de Sementes que Apresentaram Infec¢do com Fusarium tucumaniae no Teste

de Patologia de Sementes, Apos Infestagdo com F. tucumaniae e Tratamento com Produtos
Fitossanitarios e Bioldgicos. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Nao Infestadas
Tratamentos de sementes |
nfestadas
Testemunha 3,9 7,0
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 0,3 0,2
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 0,6 2,5
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 0,6 2,8
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 0,4 0,7
B. japonicum 1,8 2,3
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum 0,1 0,8
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum 1,4 1,5
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum 0,3 0,9
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 0,4 0,3
B. japonicum + A. brasilense 0,8 2,0
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. 0,2 0,2
brasilense
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. 2,0 2,7
brasilense
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense 0,3 0,5
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 0,3 0,5
+ A. brasilense
B. japonicum + T. harzianum 2,0 1,6
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + T. 0,2 0,1
harzianum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + T. 1,2 1,3
harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + T. harzianum 0,1 0,5
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 0,2 0,5
+ T. harzianum
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 1,1 2,1
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. 0,2 0,9
brasilense + T. harzianum
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. 1,8 0,0
brasilense + T. harzianum
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense 0,5 1,0
+ T. harzianum
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 0,0 0,0

+ A. brasilense + T. harzianum

Outra observacao importante na incidéncia de Fusarium spp. no teste de
patologia (Tabela 4), o tratamento Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico -

Fluazinam + B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum, erradicou totalmente o
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Fusarium spp. do lote de sementes

Tabela 12- Resultado da Anélise da Variancia para o Experimento de Qualidade de Sementes. UTFPR
— Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

PG
Causa de Graus de Soma dos Quadrado Médio F calculado
variagao Liberdade Quadrados
Fator1(F1) 1 260064,72000 260064,72000 0,4861 ns
Fator2(F2) 24 42605810,72000 1775242,11333 3,3181 **
Int. F1xF2 24 18945861,28000 789410,88667 1,4755 ns
Tratamentos 49 61811736,72000 1261464,01469 2,3578 **
Residuo 15 80253380,00000 535022,53333 e
Total 199 142065116,7200 e e
CPA
Fator1(F1) 1 1,45744 1,45744 2,0313 ns
Fator2(F2) 24 210,90556 8,78773 12,2479 **
Int. F1xF2 24 45,51263 1,89636 2,6430 **
Tratamentos 49 257,87562 5,26277 7,3350 **
Residuo 15 107,62346 0,71749 e
Total 199 365,49908 0000 e e
CR
Fator1(F1) 1 0,21944 0,21944 0,1130 ns
Fator2(F2) 24 160,84670 6,70195 3,4501 **
Int. F1xF2 24 83,28674 3,47028 1,7865 *
Tratamentos 49 244 ,35289 4,98679 2,5672 **
Residuo 15 291,37907 1,94253 e
Total 199 535.73195 e e
MSP
Fator1(F1) 1 0,,02431 0,02431 1,9391 ns
Fator2(F2) 24 2,61839 0,10910 8,7013 **
Int, F1xF2 24 0,55467 0,02311 1,8432 *
Tratamentos 49 3,19737 0,06525 5,2042 **
Residuo 15 1,88075 0,01254 e
Total 199 507812 e e
IVE
Fator1(F1) 1 0,02688 0,02688 0,7094 ns
Fator2(F2) 24 9,55784 0,39824 10,5111 **
Int. F1xF2 24 3,11775 0,12991 3,4287 **
Tratamentos 49 12,70247 0,25923 6,8421 **
Residuo 150 5,68321 0,03789 -
Total 199 18,38567 e e
VE
Fator1(F1) 1 0,00049 0,00049 0,1087ns
Fator2(F2) 24 0,93847 0,03910 8,6423**
Int. F1xF2 24 0,30499 0,01271 2,8086*
Tratamentos 49 1,24396 0,02539 5,6108**
Residuo 150 0,67869 0,00452 -
Total 199 1,92265 00000 e e
CVE
Fator1(F1) 1 0,11926 0,11926 0,7538**
Fator2(F2) 24 39,72585 1,65524 10,4620 **
Int. F1xF2 24 13,08286 0,54512 3,4454 **
Tratamentos 49 52,92796 1,08016 6,8272 **
Residuo 15 23,73216 0,15821 -
Total 199 76,66012 e e

** significativo pelo Teste F ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
* significativo pelo Teste F ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =<p<0,05)
ns: ndo significativo pelo Teste F (p>=0,05)

Nos testes de avalicdo de qualidade de sementes, o Fator 1, auséncia
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ou presencga de indculo de F. fucumaniae no armazenamento de sementes de soja,

nao afetou o desempenho fisiolégico das sementes, para nenhuma das variaveis
estudadas, ou seja, ndo apresentou significancia. O Fator 2, tratamentos de sementes
com produtos fitossanitarios e biologicos, obteve resultado estatisticamente
significativo, somente para a variavel PG. Para as demais variaveis estudadas, CR,
CPA, MSP, IVE, VE e CVE, houve interacido entre os fatores, auséncia ou presenca
de indculo e tratamento de sementes (Tabelas 13 e 14).

A menor germinacdo ocorreu com a testemunha, que diferiu dos demais
tratamentos, independente da presenca de inéculo de F. tucumaniae, apresentando
valor inferior ao minimo permitido pela legislagdo, que é de 80%. Reis, Reis, Carmona
(2019), explicam que quando ha lotes com baixa germinagdo, esta pode ser
melhorada com o tratamento de sementes, uma vez que fitopatdgenos podem
aumentar o numero de sementes mortas. Este fato pode ser comprovado se
observado o percentual de incidéncia de Fusarium spp. no teste de patologia (Tabela
11).

Todos os demais tratamentos, com produtos fitossanitarios, com ou sem
biolégicos, tiveram desempenho maior que a testemunha. Pereira et al. (2009),
encontraram que sementes tratadas com fludioxonil + mefenoxan e thiabendazole +
thiram foram eficientes no controle de Colletotrichum truncatum e melhoraram o
desempenho fisioldgico de sementes de soja. Balardin et al. (2005) comprovaram que
F. solani f.sp. glycines, possui transmissibilidade das sementes para as plantulas, o
que justifica a utilizagdo de tratamentos de sementes para tal finalidade.

O lote de sementes apresentava germinacdo de 92%, antes da
infestacdo com F. tucumaniae e 32 dias ap6s, mesmo nao infestado 90% e infestado
88% e, quando armazenado por mais 32 dias, a germinagao chegou a 78%. Ou seja,
houve um decréscimo em seu potencial fisiolégico com a presenca do patégeno, pois
o percentual de deterioragdo aumentou 4%, quer dizer, houve efeito negativo da
presenga deste, uma vez que pode ter favorecido a infeccdo das sementes e
proporcionado a deterioragcdo das mesmas. Marcos-Filho (2015), aponta que
deterioragcdo de sementes € continua, irreversivel, determinada por fatores por
genéticos, pela composicdo quimica, pelo teor de agua, condi¢gdes de armazenagem

e fungos saprdfitas.
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Contrapondo a situag¢ao aqui encontrada, o autor supracitado, relata que

fungos de campo, como Fusarium spp., ndo causam deterioragao as sementes, ja que
se desenvolvem somente com umidades a partir de 30%. Mas, corroborando com o
resultado aqui encontrado Perreira et al. (2009), concluiram que Colletotrichum
truncatum, foi controlado de forma eficiente pelo tratamento das sementes de soja
com fludioxonil + mefenoxan e thiabendazole + thiram, sendo que estes melhoraram
o desempenho fisioldgico das sementes.

Assim, a justificativa mais plausivel para a redugdo de germinagao na
testemunha, € que ocorreu deterioracdo das mesmas devido a presenca do
fitopatdogeno, além do que, o indculo era composto por gréaos de sorgo, os quais podem
ter servido de abrigo para fungos de armazenamento, ja que as embalagens de
algodéo nao foram desinfestadas.

Quando tratadas, as sementes tiveram maior potencial germinativo, o
que contradiz a maioria dos estudos encontrados, ja que pode ocorrer a fitotoxidade,
que segundo Reis, Reis, Carmona (2019) esta é definida como a propriedade de uma
substancia quimica causar injuria, ou efeito nocivo ou danoso a planta. Explicam
ainda, que no caso de tratamento de sementes com fungicidas, pode ocorrer redugao
da emergéncia e desenvolvimento lento de plantulas.

Quanto ao tratamento com produtos fitossanitarios e posterior
armazenamento por 32 dias, ha divergéncias entre autores. Neste aspecto, Krohn,
Malavasi (2004), concluiram que a partir de quatro meses de armazenamento,
sementes de soja tratadas com Carbendazin + Tiram, tiveram menor germinagao e
emergéncia. Ludwig et al. (2011), observaram que 60 dias apds o tratamento com
fungicida (Fludioxonil + Metalaxil) e inseticida (Thiametoxam), as sementes de soja
tiveram redugao de 10% na germinacgao.

Quanto a aplicagdo de produtos Imidacloprido - Tiodicarbe +
Carbendazim - Tiram, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil e Tiametoxam +
Metalaxil-M - Fludioxonil, todos acrescidos de B. japonicum + A. brasilense, garantiram
maior germinagao das sementes na maioria dos tratamentos. Estes microrganismos
podem ter competido com o F. tucumaniae e outros microrganismos na superficie das
sementes, 0 que aumentou o numero de germinadas. Ja as combinagdes dos quatro

produtos fitossanitarios com B. japonicum, nao diferiram entre si, apresentando o
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segundo melhor desempenho. Este fato deve-se ao B. japonicum possuir efeitos

benéficos as plantas somente quando em simbiose com estas.
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Tabela 13 — Potencial de Germinagao (PG), Comprimento de Parte Aérea (CPA), Comprimento de Raiz (CR), Massa Seca de Plantula (MSP) Apés Infestagao
de Sementes com Fusarium tucumaniae e Tratamento com Produtos Fitossanitarios e Biologicos. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Tratamentos de Sementes CPA (cm) CR (cm) MSP (g)
PG (%) Nao Nao Nao
Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas
Testemunha 78c 7,27 Aa 7,92 Aa 13,89 Aa 14,28 Aa 0,55 Bb 0,41 Ae
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 93 a 6,82 Aa 7,32 Aa 13,32Ba 15,34 Aa 0,56 Ab 0,67 Ab
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 88 b 7,51 Aa 7,34 Aa 14,30 Aa 14,14 Aa 0,58 Ab 0,61 Ac
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 87b 6,74 Ba 8,06 Aa 14,77 Aa 14,32 Aa 0,61 Ab 0,62 Ac
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 90 a 4,83 Ac 3,91 Ad 1543 Aa 12,59 Bb 0,68 Ab 0,68 Ab
B. japonicum 89b 7,44 Aa 8,42 Aa 14,05Aa 14,19 Aa 0,64 Bb 0,49 Ad
}ggﬁggg'do - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B gg\  558an  661Ab  1371Aa  1513Aa  050Ab  0,61Ac
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum 89b 7,69 Aa 5,97 Bb 13,73 Aa 13,09 Ab 0,54 Ab 0,53 Ad
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum 89b 7,63 Aa 7,27 Aa 14,47 Aa 13,80 Aa 0,66 Ab 0,56 Ac
jzl;‘;r,\?tir;z;- Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. 89 b 515 Ac 4.84 Ac 13,69Aa 13,92 Aa 073 Aa 0,71 Ab
B. japonicum + A. brasilense 92 a 7,90 Aa 6,27 Bb 13,81 Aa 13,77 Aa 0,88 Aa 0,88 Aa

Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B.
japonicum + A. brasilense

Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum+ A.
brasilense

Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A.
brasilense

jg';;i’;ti:z;'+'j\‘fd;2§igfsg Tiofanato Metilico — Fluazinam + 8. gg,  431ac  518Ac  1392Aa  12,17Ab  059Ab 0,56 Ae
B. japonicum + T. harzianum 88 b 6,00 Ab 6,44 Ab 13,95Aa 12,26 Ab 0,80 Aa 0,75 Ab
}2}'22%25{'2% | Todicarbe + Carbendazim - Tram * B 935 618Ab  518Ac  1382Aa 1537Aa  1,04Aa  108Aa
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + T.
harzianum

Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + T.
harzianum

I_3|fent_r|na - Imldaclqprld + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. 88 b 4.88 Ac 3,51 Ad 1344Aa 12,89 Ab 0,61 Ab 0,62 Ac
Japonicum + T. harzianum

B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 90 a 8,40 Aa 6,60 Ab 13,09 Aa 14,13 Aa 0,52 Ab 0,62 Ac

92 a 6,03 Ab 5,22 Ac 12,67 Ab 12,69 Ab 0,60 Ab 0,62 Ac
93 a 6,59 Aa 6,15 Ab 13,81 Aa 12,94 Ab 0,85 Aa 0,92 Aa

92 a 5,39 Bc 6,91 Ab 11,23Bb 14,16 Aa 0,62 Ab 0,81 Bb

92 a 5,78 Ab 6,62 Ab 12,66 Ab 13,67 Aa 0,67 Ab 1,17 Ba

88 b 5,82 Ab 5,48 Ac 11,88Ab  11,45Ab 0,60 Ab 0,69 Ab
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Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B.

o oraionan s T harainam 88b  597Ab  545Ac  11,90Ab 1247Ab  051Ab 0,50 Ae
E;;as‘fl'gsggi'”ﬁ h;;gf::j;? Metilico - Fipronil + B. japonicum + A gg 703pa  609Ab  1331Aa  11,02Bb  0,54Ab 0,57 Ac
Z‘rzgg,?;‘:”j 7 ,':gf;?;’;‘f'n'v' ~ Fludioxonil + B. japonicum + A. g5 5 641Ab  665Ab  11,63Ab  11,15Ab  0,59Ab 0,73 Ab
o R ohonse + 7 pog yeniico ~ FUBZNAM * 5. ggh  535Ac  504Ac  1456Aa  1437Aa  058AD  085Ac
CV (%) 9,14 13,52 10,37 8,89

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste Skot-Knott (p<0,05), maiuscula na linha e minudscula na coluna. CV (%): Coeficiente de

Variagao.

Tabela 14 — indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Velocidade de Emergéncia (VE) e Coeficiente de Velocidade de Emergéncia (CVE) de sementes de

soja apos infestagdo com F. tucumaniae e tratamento com produtos fitossanitarios e biolégicos. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Tratamentos IVE VE (dias) CVE
Nao Nao Nao

Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas Infestadas
Testemunha 25,395Bb 25,714Aa 11,33 Ab 11,22Bb 29,998 Ac 29,381 Bb
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram 25414 Ab 25511 Aa 11,33 Ab 11,28 Ab 29,961 Ac 29,872 Ab
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico — Fipronil 25,830 Aa 25472Aa 11,18 Bc 11,33Ab 29,160 Ac 29,850 Ab
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil 25,414 Ab 25,554 Aa 11,33 Ab 11,27 Ab 29,969 Bd 29,695 Ab
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam 25124 Ac 25,318 Aa 11,41 Aa 11,35Ab 30,537 Ab 30,157 Ab
B. japonicum 25,265Ac 25,033Ab 11,36 Ab 11,43Aa 30,261 Ac 30,742 Aa
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum 24951 Bd 25,337 Aa 11,44 Aa 11,33Bb 30,916 Aa 30,119 Bb
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum 25,376 Ab 25356 Aa 11,35 Ab 11,35 Ab 30,036 Ac 30,083 Ab
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum 25,120 Bc 25,569 Aa 11,40 Aa 11,29 Bb 30,547 Ab 29,662 Bb
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum 24,844 Bd 25,376 Aa 11,49 Aa 11,37 Bb 31,193 Aa 30,037 Bb
B. japonicum + A. brasilense 25,236 Ac  25,000Ab 11,37 Ab 11,45 Aa 30,315Ac 30,798 Aa
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A.
brasilense 25105Ac 24,917Ab 11,41 Aa 11,47 Aa 30,591 Ab 31,009 Aa
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum+ A.
brasilense 24931 Ad 24,946 Ab 11,46 Aa 11,46 Aa  30,972Aa 30,940 Aa
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense 25,120 Ac 24,888 Ab 11,40 Aa 11,48 Aa 30,554 Ab 31,073 Aa
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum
+ A. brasilense 24,835Ad 25,033Ab 11,51 Aa 11,43 Aa 31,224 Aa 30,743 Aa
B. japonicum + T. harzianum 25,047 Ac 25,033 Ab 11,43 Aa 11,43 Aa 30,710 Ab 30,731 Aa
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Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + T.

harzianum 25105Ac 25,202Ab 11,41 Aa 11,39Aa 30,578 Ab 30,380 Aa
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + T.
harzianum 24,893 Ad 25,047Ab 11,48 Aa 11,43Aa 31,051 Aa 30,702 Aa

Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + T. harzianum 24931 Ad 25,124 Ab 11,46 Aa 11,42Aa 30,970 Aa 30,546 Aa
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum

+ T. harzianum 25598 Aa 25,221Bb 11,25 Bc 11,37 Ab  29,605Bd 30,344 Aa
B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum 25,380Ab 25,376 Aa 11,32 Ab 11,31 Ab 30,028 Ac 30,038 Ab
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A.

brasilense + T. harzianum 25,265Ac 25409Aa 11,36 Ab 11,31 Ab  30,255Ac 29,977 Ab
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A.

brasilense + T. harzianum 25,612Aa 25424 Aa 11,25Ac 11,31 Ab 29,577 Ad 29,943 Ab
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense +

T. harzianum 25,772Aa 25434Ba 11,20Bc  11,32Ab 29,270 Bd 29,923 Ab
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum

+ A. brasilense + T. harzianum 25,467 Ab 25,308 Aa 11,29 Ab 11,34 Ab 29,858 Ac 30,168 Ab
CV (%) 0,77 0,59 1,31

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste Skot-Knott (p<0,05), maiuscula na linha e mindscula na coluna. CV (%): Coeficiente de
Variagao.
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Entre os tratamentos com fungicidas e inseticidas, o Bifentrina -

Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam isolado ou com produtos bioldgicos foi o
que teve a menor germinagdo de todos. Este fato pode ser justificado devido a
presenca de tiofanato metilico na sua formulagdo. Contudo este ativo é citado por
alguns autores como redutor do desempenho das sementes de soja e o crescimento
das plantas é reduzido quando as sementes sao tratadas (PEREIRA et al., 2009).

Por outro lado, vale ressaltar que o Piraclostrobina - Tiofanato Metilico -
Fipronil tem em sua composicao tiofanato metilico, o ativo que pode indicar que o
efeito de fitotoxicidade pode nao estar relacionado exclusivamente aos principios
ativos dos fungicidas, mas a algum componente inerte do produto comercial. Ainda
que, este produto possui um fungicida do grupo quimico das estrobirulinas, a
piraclostrobina.

Segundo Reis, Reis e Carmona (2019), as estrubirulinas, além de
fungicidas, podem apresentar melhor desempenho fisiolégico sobre plantas,
melhorando a taxa de fotossintese liquida e producéo de etileno, com o aumento da
atividade da enzima nitrato redutase, da tolerancia a estresse hidrico e por oscilagao
de temperatura. Porém, ndo é o que ocorre durante o processo da germinagao.

A retomada do crescimento do embrido, decorrente do processo de
embebicao e consequente remobilizagdo de reservas, exige de fato que estas estejam
a disposicao das células meristematicas para poderem cumprir seu papel. Acaso estes
tecidos estejam afetados pelo parasitismo de fungos, por exemplo, ira ocorrer nitida
competicdo pelos nutrientes. Portanto, pode-se inferir que muito provavelmente a
melhora no desempenho germinativo das sementes tratadas com Piraclostrobina -
Tiofanato Metilico — Fiponil deva-se a supressao ou inibigdo da agao fungica, do que
propriamente a efeito potencializador do processo.

Para os demais testes realizados em laboratério CPA, CR e MSP,
observou-se interagdo entre os fatores presenca de indculo e tratamentos de
sementes (Tabela 12 e 13). Para CPA e CR, a testemunha apresentou com os maiores
valores, no entanto, quando se analisa a MSP, foi classificada como a pior média entre
os tratamentos (Tabela 13). Assim, pode-se inferir que estas plantulas eram
estioladas, ou as sementes nao tinham reservas transferir para as mesmas. Segundo

Nakagawa (1999), o teste de MSP tem como objetivo determinar com certa preciséo
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a taxa de transferéncia de reservas para o embrido.

Desta forma, sementes que originam plantulas normais com maior peso
médio de massa seca, sdo consideradas mais vigorosas. Ainda sobre MSP, o
Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico - Fluazinam + B. japonicum + A.
brasilense e Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim - Tiram + B. japonicum + A.
brasilense + T. harzianum, também apresentaram os menores valores, ndo diferindo
da testemunha. Isto relaciona-se com o possivel efeito fitotoxico dos fungicidas
presentes nestes tratamentos, fluazinam + tiofanato metilico e Carbendazim + Tiram.

Quando observa-se o efeito da infestacdo com F. tfucumaniae, nao
consegue-se inferir uma explicagdo plausivel, ja que por vezes as sementes nao
infestadas tiveram menor desenvolvimento e por outras as infestadas.

Para MSP (Tabela 13), os tratamentos com Imidacloprido - Tiodicarbe +
Carbendazim - Tiram + B. japonicum + T. harzianum, Piraclostrobina - Tiofanato
Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. brasilense e Piraclostrobina - Tiofanato Metilico
- Fipronil + B. japonicum + T. harzianum, sdo os maiores valores. O que pode-se
deduzir é que ha efeito do A. brasilense aplicado sobre estas plantulas, uma vez que,
este possui efeito comprovado sobre o estimulo da producédo de fito hormbnios
(HIDALGO, 2018).

No entanto, quando se observa os tratamentos com adicdo de B.
Japonicum + A. brasilense + T. harzianum, as médias de MSP sao reduzidas, com
excecao do Tiametoxam + Metalaxil-M - Fludioxonil. Este fato, novamente remete a
possibilidade de haver incompatibilidade ou competitividade entre A. brasilense + T.
harzianum, o que ja foi observado no teste de crescimento micelial e pode ser
observado nos testes de emergéncia, pois os tratamentos fitossanitarios que tem B.
Japonicum + A. brasilense + T. harzianum, tem resultados menores dos que tem
somente B. japonicum + T. harzianum ou B. japonicum + A. brasilense. A justificativa
para esta incompatibilidade pode ser dada por Ribas et al. (2014), que concluiram que
isolados de Trichoderma spp. produzem diversas enzimas, entre estas proteases, que
podem inibir ou degradar a parede proteica do A. brasilense.

Quanto as variaveis de emergéncia de plantulas, IVE, VE e CVE,
também houve a interagdo entre os fatores infestacdo e tratamentos de sementes

(Tabela 12 e 14). As diferencas foram significativas estatisticamente, no entanto,
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quando se trata de aspecto pratico a VE, que é dada em dias, ou seja, quantos, as

sementes levaram para emergir. Sendo assim esta diferencga de valores € infimo, pois
a diferenca entre o maior valor apresentado 11,49 (a) e o menor 11,18 (c) significa
0,31 dias, ou seja, 7,44 horas. Este fator torna-se ainda menos expressivo, quando
compara-se valores classificados com o menor VE (c) e o segundo maior (b) a
diferenca passa a ser de 4,56 horas. Sendo, portanto, uma variavel de pouca
expressividade para confrontacdo dos dados experimentais deste estudo.

Quando trata-se dos indices de emergéncia, dados por IVE e CVE
(Tabela 14), Nakagawa (1999) e Elias et al. (2012), explicam que quanto maiores os
valores, maior € a velocidade, subtendendo-se que as sementes sdo mais vigorosas.
Nestes aspectos, ndo houve uma sequéncia de resultados que justifique as sementes
infestadas e nao infestadas com F. tucumaniae, apresentarem tais valores.

Para estas variaveis, quando se observa as sementes nao infestadas,
os produtos fitossanitarios, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam
+ B. japonicum, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B.
Japonicum + A. brasilense, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum
+ T. harzianum tiveram os menores IVE, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 14).
Novamente pode-se inferir que este possui em sua composicao tiofanato metilico, o
que pode ter gerado fitotoxidade. Este fato se repetiu, pois ja havia ocorrido no teste
de germinagao de sementes e vale ressaltar que neste caso, ambos os produtos com
este principio ativo tiveram este efeito negativo. No entanto, quando se avalia CVE,
nao sao estes produtos os que obtiveram um menor resultado.

Quando observa-se o percentual de germinadas para a testemunha, que
foi 0 menor entre todos os tratamentos, nota-se que este resultado nao foi notado para
os testes de emergéncia de plantula. O IVE da testemunha, para sementes néo
infestadas, foi classificado como a segunda menor média, enquanto o IVE para
sementes infestadas como a maior média. Isto mostra, quando exposto a condi¢des
ambientais, o patégeno infestante, F. tucumanie, encontrou dificuldades para agir
sobre as sementes.

O solo, por ser um ambiente com microbiota abundante e variavel,
mostrou-se, neste caso antagbnico a este fitopatdgeno, o que ndo ocorreu por sua

vez, durante o teste de germinagao, realizado com substrato autoclavado. Este fato
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se reafirma quando se observa os resultados das sementes tratadas com B.

Japonicum, A. brasilense e T. harzianum, pois também ndo mostraram-se com 0s
maiores indices, o que indica competicdo com a microbiota do solo. Tal efeito, ratifica

os resultados do teste de germinagao.

4.4 TRATAMENTOS DE SEMENTES COM PRODUTOS FITOSSANITARIOS E
BIOLOGICOS SOBRE A INCIDENCIA DE PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ EM
SOJA

Para a variavel incidéncia de F. tucumaniae no sistema radicular da soja,
os dados nédo apresentaram normalidade em nenhum teste (D’Agostino, Lilliefors,
Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk, Cramér-von Mises, Anderson-Darling, Kuiper,
Watson) e devido a complexidade de interpretacdo dos resultados dos testes nao
paramétricos, pois sdo 25 tratamentos e dois fatores, optou-se por estatistica
descritiva dos mesmos, agrupando-se por tipo de tratamentos aplicados. Os dados
apresentados estdo em porcentagem de incidéncia, lembrando-se que foram
avaliadas raizes das trés repeticdes de cada tratamento (Tabela 15).

Haja vista, a ndo possibilidade do teste de comparagéo de médias para
a incidéncia, observa-se na analise comparativa de grupos de tratamentos, que a
testemunha, apresentou incidéncia de 100%, o que comprova a efetividade do in6culo
utilizado no experimento.

Quanto ao uso dos produtos biolégicos, constatou-se a reducéo da
incidéncia de F. tucumaniae, sendo a menor entre os tratamentos, 66,67%. O uso dos
tratamentos fitossanitarios apresentou média de incidéncia de 83,33% e o uso de
biolégicos de forma associada aos produtos fitossanitarios, 70,83% quando aplicados
em sulco e 60,42% quando aplicados nas sementes.

Os produtos fitossanitarios aqui testados nao possuem recomendacéao
para F. tucumaniae. No entanto, os resultados encontrados mostram uma
possibilidade de estudos da associacdo entre os principios ativos testados,

juntamente com os B. japonicum, A. brasilense e T. harzianum.
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Tabela 15 - Incidéncia de Fusarium tucumaniae no Sistema Radicular de Plantas de Soja, Submetidas
a Tratamentos de Sementes com Produtos Fitossanitarios e Bioldgicos Aplicados em Sulco € nas
Sementes. UTFPR — Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

% de incidéncia

Tratamentos
Sulco Semente
Testemunha' 100,00 100,00
Tratamentos com produtos biologicos? 66,67 66,67
Tratamentos com produtos fitossanitarios® 83,33 83,33
Tratamentos com produtos fitossanitarios + biologicos* 70,83 60,42

' Sem tratamento

2 Média dos tratamentos: B. japonicum, B. japonicum + A. brasilense, B. japonicum + T. harzianum, B.
Japonicum + A. brasilense + T. harzianum.

3 Média dos tratamentos: Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram, Piraclostrobina - Tiofanato
Metilico — Fipronil, Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico
— Fluazinam.

4 Média dos tratamentos: Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum,
Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum, Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil +
B. japonicum, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum, Imidacloprido
- Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. brasilense, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico
- Fipronil + B. japonicum+ A. brasilense, Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A.
brasilense, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum + A. brasilense,
Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + T. harzianum, Piraclostrobina -
Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + T. harzianum, Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil +
B. japonicum + T. harzianum, Bifentrina - Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum
+ T. harzianum, Imidacloprido - Tiodicarbe + Carbendazim — Tiram + B. japonicum + A. brasilense + T.
harzianum, Piraclostrobina - Tiofanato Metilico - Fipronil + B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum,
Tiametoxam + Metalaxil-M — Fludioxonil + B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum, Bifentrina -
Imidacloprid + Tiofanato Metilico — Fluazinam + B. japonicum + A. brasilense + T. harzianum.

As redugdes de incidéncia de 33,33% de F. tucumanie obtida nos
tratamentos com produtos biolégicos, 29,17% 39,58% quando associados aos
produtos fitossanitarios, demonstram o potencial dos microrganismos testados neste
experimento. Inclusive, pode-se afirmar que a associagao dos produtos fitossanitarios
e bioldgicos foi sinérgica, pois, quando se compara cada grupo isoladamente, a
redugao da incidéncia € menor.

Para volume radicular, ndo houve efeito significativo, sendo a média dos
tratamentos foi de 2,61 cm? para os tratamentos aplicados em sulco e 2,43 cm? para
os aplicados em sementes. O que se destacou nesta foi o alto CV 26,23%, dado
devido a variagao dos dados. Segundo Banzato, Kronka (2006), valores de coeficiente
de variagao abaixo de 15% indicam boa precisdo experimental, demonstrando assim,
a eficiéncia na execugao e a confiabilidade dos resultados obtidos. Assim, sugere-se
novo experimento utilizando metodologias diferentes que determinem de maneira
mais consistente o volume radicular. Neste sentido Vasconcelos et al. (2003)

indicaram diversas metodologias.
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Corroborando com este trabalho, Barbaro et al. (2009), também n&o

encontraram diferenga na massa se raizes de plantas de soja inoculadas e
coinoculadas em comparac&o com a testemunha. Ja Bracini et al. (2016), concluiram
que a inoculagdo com B. japonicum e a coinoculagdo com B. japonicum e A.
brasilense, incrementaram o sistema radicular da soja. Este fato era esperado no
presente trabalho, principalmente nos tratamentos com presenca de A. brasilense e
T. harzianum, devido a capacidade de estimular a produgao de fito horménios, como
o 4cido indol acético, acido indol butirico (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010;
HUNGRIA, 2011; MACHADO et al., 2012; HIDALGO, 2018) e incrementar o sistema
radicular.

Quanto aos tratamentos com presenca de T. harzianum, analisando os
resultados promissores encontrados nos Estudos | e Il (Descritos em 4.1 e 4.2),
imaginava-se que este poderia proporcionar um incremento no sistema radicular, pelo
controle conferido ao F. fucumaniae. Sendo que, as plantas inoculadas com este,
poderiam apresentar maior numero de raizes, pois estariam com menor incidéncia e
severidade de PVR, devido a capacidade de parasitismo (MELO, 1998; HARMAN,
2000), competicado (HARMAN, 2000) e antibiose (STADNIK; BETTIOL, 2000) que este
possui. No entanto, o observado para este foi somente em relacao a incidéncia, que

foi reduzida com a presenca do grupo de biolégicos (Tabela 15).
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5 CONCLUSOES

Com a realizagao dos quatro estudos pode-se concluir que:

e Estudo | - Dose inibitéria minima dos produtos fitossanitarios utilizados
no tratamento de sementes sobre os biolégicos e o Fusarium tucumaniae

Os produtos fitossanitarios testados inibem o crescimento dos agentes
bioldgicos B. japonicum, A. brasilense e T. harzianum.

Nas doses comerciais recomendadas pelos fabricantes dos produtos
utilizados no tratamento de sementes, ndo ha compatibilidade dos produtos
fitossanitarios e os bioldgicos testados, sendo o T. harzianum o menos sensivel.

A DIM para F. tucumaniae, esta relacionada aos ingredientes ativos,
sendo um fator importante na tomada de decisdo na escolha do ativo para o
tratamento de sementes,

e Estudo II: Produtos fitossanitarios e biolégicos sobre o crescimento
micelial in vitro de Fusarium tucumaniae

O efeito dos agentes bioldgicos isolados ou associados com quimicos
possuem especificidades no controle de F. tucumaniae, sendo que o uso isolado ou
associado de T. harzianum demonstrou maior potencial sobre no controle de F
tucumaniae.

e Estudo Ill: Qualidade de sementes de soja infestadas com Fusarium
tucumaniae e submetidas a tratamentos com produtos fitossanitarios e
biolégicos

As sementes nao tratadas tiveram reducao de viabilidade.

Os produtos fitossanitarios nao possuem efeito sobre a viabilidade das
sementes de soja.

Os produtos fitossanitarios possuem efeito sobre o vigor das sementes
de soja.

e Estudo IV: Tratamentos de sementes com produtos fitossanitarios e
biolégicos sobre a incidéncia de podridao vermelha da raiz em soja

O tratamento de sementes com produtos fitossanitarios isoladamente ou
associado com bioldgicos reduz a incidéncia de PVR da soja, quando comparado com

o nao tratamento de sementes. No entanto, tais associagdes possuem
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particularidades que merecem ser mais bem exploradas para uma recomendagao no

tratamento de sementes ou uso em sulco de cultivo da soja.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Depois da realizagao dos quatro experimentos apresentados, a principal
consideracgao a ser feita € que ha muito a que se pesquisar. Assim, a necessidade de
novos estudos, com maior detalhamento nos ambitos aqui pesquisados, fica clara.

Outro fato de destaque é que os produtos fitossanitarios aqui testados
nao tem recomendacdo para controle de F tucumaniae, mas mesmo assim,
apresentaram-se promissores, uma vez que, principalmente in vitro, mas também por
hora in vivo, apresentaram reducéo no crescimento e incidéncia deste fitopatdégeno.

Referindo-se ao Estudo I, ha a necessidade de se aprofundar nas
interagdes produtos fitossanitarios e bioldgicos.

Mencionando os Estudos Il e lll, sugere-se fazer um estudo mais
detalhado quando a compatibilidade entre os biolégicos A. brasilense + T. harzianum.
Este deve ter como objetivo verificar qual a interacdo ecoldgica entre estes
microrganismos, tanto in vitro como in vivo, considerando a estabilidade, o tempo de
exposicao dos mesmos as sementes tratadas e condi¢des de solo.

Quando cita-se o Estudo IV, se evidéncia a importancia dos produtos
bioldgicos, ja que houve a redugéo da incidéncia de PVR na soja.

Contudo, os produtos bioldgicos possuem efeito negativo sobre o F.
tucumaniae, efeito este, que deve ser estudado e especificado caso a caso. No
entanto, deve-se observar a compatibilidade dos produtos fitossanitarios com os

microrganismos testados, para que nao haja antagonismo destes.
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