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ZENY, Everson Pedro. Potencial de Uso de Controle Bioldgico para Ferrugem-asiatica da
Soja. 2019. Dissertacdo apresentada ao Programa de Mestrado em Agronomia - Universidade
Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2020.

RESUMO

Atualmente a ferrugem-asiatica da soja (FAS), agente causal Phakopsora pachyrhizi, é a doenca
mais destrutiva para a cultura. Como estratégias de controle destacam-se o controle: quimico,
mais utilizado, porém com eficiéncia cada vez mais reduzida devido a sele¢do de mutantes
adaptados; genético, sem nenhum genotipo capaz de conferir resisténcia ampla a doenca; e 0
vazio sanitario, determinado por meio de Normativas legais para estabelecer um periodo
minimo de 60 dias sem a presenca de plantas de soja no campo. Nesse cenario o0 uso de controle
bioldgico se apresenta como uma alternativa, como ja empregado em outras culturas e doencas.
Dentre as possibilidades existentes, os resultados alcangados nesse estudo indicam uma espécie
do género Penicillium para biocontrole da FAS. Os objetivos do presente estudo foram a
avaliacdo do uso de Penicillium sp. como agente de controle biologico para FAS e a definicao
do melhor método de preparo do mesmo. Nesse sentido foram conduzidos experimentos de
teste de germinacdo em placas de Petri e 48 pogos; ensaios em folhas destacadas de soja
cultivadas em placas de Petri; ensaio em casa de vegetacdo em plantas de soja; e por fim, um
ensaio a campo. As formas de preparo do Penicillium sp. foram suspenséo de esporos; uso do
sobrenadante in natura (oriundo do meio de cultivo); sobrenadante filtrado (livre de estruturas
do fungo); e sobrenadante filtrado e autoclavado. Os parametros avaliados foram a % de esporos
germinados, AACPD e % de controle em relacdo a testemunha. Os testes de germinacdo de
esporos de P. pachyrhizi sob inoculagéo de Penicillium sp. mostraram resultados significativos
de controle da germinacg&o. Foi possivel observar que embora os ensaios em placa de Petri e 0s
conduzidos em plantas inteiras tenham apontado diferentes formas de preparo como mais
eficientes, todos os ensaios evidenciaram o potencial de uso do Penicillium sp. no controle
bioldgico da FAS. Futuros ensaios serdo fundamentais, principalmente conduzidos a campo,
para determinar o potencial de uso do biocontrole, sua forma de aplicacdo e associacdo ao
manejo da cultura.

Palavras-chave: Penicillium sp., Phakopsora pachyrhizi, biocontrole, resisténcia, suspensdo
de esporos, diluicdo, inoculacéo.



ZENY, Everson Pedro. Potential Use of Biological Control for Asian Soybean Rust. 2019.
Master’s dissertation presented to the obtention of master’s degree in Agronomy - Universidade
Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2020.

ABSTRACT

Currently Asian soybean rust (ASR), causative agent Phakopsora pachyrhizi, is the most
destructive disease to the crop. Control strategies are: chemical, more widely used, but with
increasingly reduced efficiency due to the selection of adapted mutants; genetic, without any
genotype capable of conferring broad rust resistance; and the void sanitary periods with are
determined by legal regulations with the aim of establish a minimum period of 60 days without
the presence of soybean plants in the field. In this scenario the use of biological control is
presented as an alternative, as already used in other cultures and diseases. Among the existing
possibilities, the results achieved in this study indicate a species of the genus Penicillium for
ASR biocontrol. Thus, our objectives were evaluate the use of Penicillium sp. as a biological
control agent for ASR and the definition of the best preparation method for its use. In this sense
we conducted germination tests in Petri dishes and 48-well plate; experiments on detached
soybean leaves grown in Petri dishes; greenhouse tests on soybean plants; and finally, a field
trial. The forms of use of Penicillium sp. tested were spore suspension; use of the supernatant
in natura (from the culture medium); filtered supernatant (free of fungus structures); and filtered
and autoclaved supernatant. Parameters evaluated were % of germinated spores, AUDPC and
% of control in comparing with the check. Phakopsora pachyrhizi spore germination tests under
inoculation of the Penicillium sp. showed significant control results. It was possible to observe
that although the tests in Petri dishes and those carried out on whole plants have indicated
different forms of preparation as more efficient, all the tests showed the potential use of
Penicillium sp. in the biological control of ASR. Future trials will be fundamental, mainly
conducted in the field, to determine the potential of the use of biocontrol for ASR, its application
and association with crop management.

Keywords: Penicillium sp., Phakopsora pachyrhizi, biocontrol, resistance, spore suspension,
dilution, inoculation.
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1. INTRODUCAO

A ferrugem-asiatica da soja (FAS), agente causal Phakopsora pachyrhizi, é
atualmente a doenca mais destrutiva e responsavel por grandes prejuizos econdmicos na cultura
da soja (Glycine max). Somente no Brasil, houve uma perda estimada em mais de US$ 10
bilhdes nas lavouras desde o surto epidémico da doenca em 2001 (YORINORI et al., 2005).
Atualmente se estima um custo médio de US$ 2,8 bilhdes por safra no Brasil (Embrapa, 2019).

Para manejo deste patdgeno, destacam-se trés estratégias principais: controle
quimico, controle genético por meio do uso de cultivares de soja resistentes a doenca e manejo
cultural por reducédo do indculo inicial através do estabelecimento do vazio sanitario (periodo
minimo de 60 dias sem presenca de plantas de soja).

Apesar do controle quimico ser o mais utilizado e pratico para o agricultor, o
uso isolado e indiscriminado nos ultimos anos comprometeu diretamente a eficiéncia dos
fungicidas dos grupos DMI (inibidores da desmetilacdo), Qol (inibidores da quinona
extracelular) e SDHI (inibidores da succinato desidrogenase) para controle da FAS devido a
selecdo de individuos mutantes do fungo adaptados a esses mecanismos de acgéo.

O controle biologico da FAS representa nesse sentido uma alternativa
potencial para rotacdo ou associa¢do com produtos quimicos, embora ndo haja relatos de seu
uso em P. pachyrhizi. Sistemas de controle bioldgico de pragas e fitopatégenos em diferentes
culturas vem sendo pesquisados hd mais de 30 anos. As possibilidades vdo desde 6leos
essenciais, substancias volateis de plantas, nutrientes ou compostos com aplicacdes via solo,
uso de fungos entomopatogénicos e bactérias ou de seus metabolitos ativos secundarios, como
micotoxinas e substancias antibacterianas.

Microrganismos benéficos (fungos e bactérias) tém recebido atencédo especial
por aumentarem a produtividade das plantas, além de suprimirem doencas. Nos Gltimos anos,
devido aos efeitos sobre as plantas usando diferentes formas de in6culos, espécies do género
Penicillium vem ganhando destaque. O fungo produz acido giberélico com capacidade de

modular a producdo de acido jasmonico e acido salicilico, fitohormdnios diretamente ligados
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com o0 aumento da expressdo de vias de defesa vegetal. Esse conjunto pode diminuir a
severidade de algumas patologias como ja relatado na literatura.

O género Penicillium faz parte do grupo dos fungos promotores de

crescimento de plantas, que tém como uma de suas atribuicbes, a inducdo de resisténcia

sistémica de plantas. Com isso, tem se destacado para 0 uso como agente de biocontrole. Assim

como, Fusarium, Trichoderma e Bacillus, os quais sdo usados para essa finalidade, alguns
autores relatam que o Penicillium tem alta capacidade em inibir patégenos devido a producao

de algumas enzimas hidroliticas, como pectinases e celulases, as quais poderiam degradar a

parede celular do patdgeno, ocorrendo assim a inibicdo de seu crescimento.
N&o ha relatos de seu uso para controle bioldgico da FAS. No entanto, em

ensaios de folhas destacadas de soja cultivadas em placa de Petri sob inoculagdo com

P. pachyrhizi, é facilmente observavel o crescimento voluntario de Penicillium sp. sobre as
urédias em esporulacdo (dados ndo publicados) de forma a sugerir que possivelmente o
Penicillium sp. possa manter naturalmente alguma relacdo bioldgica com P. pachyrhizi. Ainda,
observa-se em tais situagdes que o crescimento do Penicillium sp. sobre as lesdes prejudica a
dispersao dos esporos de ferrugem na mesma folha, prejudicando a multiplicagdo do mesmo

em condic¢des de ensaio in vitro.
Considerando as observacdes sobre a ocorréncia de Penicillium sp. nas lesdes
de P. pachyrhizi e o biocontrole como uma alternativa potencial a ser somada ao manejo da

FAS, o presente trabalho teve como objetivo principal a avaliacdo do potencial de uso de

Penicillium sp. como agente de controle biol6gico para ferrugem-asiatica da soja, em aplicacdes
preventivas, assim como, prop6s-se avaliar de forma comparativa o potencial preventivo de
Penicillium sp. em ensaios conduzidos em placas de Petri, folhas destacadas, casa de vegetacdo

e a campo, bem como o melhor método de preparo e diluicdo do Penicillium sp. para uso nos

sistemas avaliados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CULTURA DA SOJA

A soja é uma planta originaria do nordeste da China de importancia
economica mundial. Chegou a Europa no século XVII, sendo inicialmente apenas mantida por
curiosidade boténica, nos jardins botanicos das cortes europeias. Chegou a ser cultivada como
planta forrageira nos Estados Unidos da América por volta do ano 1890. Na década de 1940 a
soja chegou ao Paraguai e na década de 1950 ao México e Argentina (MANDARINO, 2017).
A mesma foi trazida ao Brasil via Estados Unidos, em 1882. E uma planta que pertence ao reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae
(Leguminosae), Subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie Glycine max
e forma cultivada Glycine max (L.) Merrill. Algumas dessas espécies sdo originarias de regides
africanas, australianas e da Asia oriental (SEDIYAMA, 2009).

Os primeiros estudos no Brasil foram conduzidos na Bahia, mas o
desenvolvimento da cultura deu-se no Rio Grande do Sul, onde os materiais cultivados
responderam melhor as condicGes climaticas. Considerando as grandes culturas produtoras de
grdos, a soja destacou-se apresentando 0 maior crescimento em termos percentuais desde a
década de 1970, no Brasil e no mundo. De 1970 a 2007, o crescimento da producéo global de
soja foi da ordem de 500% (de 44 para 220 milhGes de toneladas), enquanto as producdes de
culturas como trigo, arroz, milho, feijdo, cevada e girassol cresceram, no maximo, uma terca
parte desse montante (DALL’AGNOL et al., 2010).

Atualmente como uma das principais fontes produtoras de 6leo e proteina no
mundo, a soja vem conguistando espaco a cada ano. A cultura alcancou na safra 2018/2019 a
producdo mundial de 362,070 milhdes de toneladas com area plantada de 124,953 milhdes de
hectares (USDA, 2019). No Brasil, segundo maior produtor, a producdo de soja da safra
2018/2019, foi de 115,030 milhdes de toneladas em 35,874 milhdes de hectares (CONAB,
2019). Para a safra 2019/2020, a DERAL (2019) estima a area plantada no Parana de 6,003

milhdes hectares e a producdo de 23,403 milhdes de toneladas do gréo. Observa-se que a area
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plantada tem aumentado anualmente, principalmente devido a abertura de novas fronteiras

agricolas, disponibilidade de novas tecnologias e ao retorno econdémico interessante da cultura.

Apesar de todos os esforcos para maximizar a producdo, alguns entraves
importantes tém estado presentes na cultura da soja, com atencdo as doencas foliares,
principalmente ferrugem-asiatica da soja e doencas de final de ciclo, onerando ainda mais o
cultivo e em algumas regibes, podendo torna-lo invidvel (KANTOLIC; CARMONA, 2012).

2.2. FERRUGEM-ASIATICA DA SOJA (FAS)

A doenca de maior potencial destrutivo nas lavouras de soja nos ultimos anos
vem sendo a ferrugem-asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow e Sydow,
podendo gerar perdas de até 80% no rendimento (ROSA et al. 2015), embora HARTMAN et
al. (2015) relatem que tais perdas possam chegar até 100%. Além da ferrugem-asiatica, a soja
pode ser atacada pela ferrugem americana causada por Phakopsora meibomie, sendo essa sem
importancia econdmica (AGROLINK, 2019).

A ferrugem-asiatica tem origem na Asia, onde foi relatada pela primeira vez
no Japdo em 1903. Seguido da Australia em 1934, na india em 1951 e no Havai em 1994. Na
sequéncia, a doenca passou a ser descrita no Continente Africano em 1996. No Paraguai foram
encontradas as primeiras areas infectadas na América do Sul no ano de 2001. No Brasil, a
doenca passou a ser descrita no final da safra de 2000/2001, no estado do Parana se
disseminando para outras areas produtoras do pais (NUNES, 2016). O mesmo autor relata que
a ferrugem-asiatica, em novembro de 2004, foi encontrada infectando campos de soja nos
Estados Unidos, relevante produtor mundial.

O fungo Phakopsora pachyrhizi, € um basidiomiceto, pertencente ao reino
Fungi, filo Basidiomycota, classe Urediniomycetes, sub-classe Teliomicetidae, ordem
Uredinales, familia Phakopsoraceae e género Phakopsora (MUSSURY et al. 2012). Segundo
Rupe e Sconvers (2008); Goellner, (2010), citados por Nascimento et al. (2015), o ciclo de vida

da ferrugem ocorre com temperaturas ideias de 18 °C a 26,5 °C, onde urediniosporos séo
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formados assexualmente, permanecendo num periodo de 5 a 8 dias na urédia, apds esse tempo,
por meio de um ostiolo, estes sdo liberados e dispersados pelo vento. Na Figura 1 se encontra

de forma ilustrativa o ciclo biolégico da doenca.

Vento
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Figura 1: llustracdo do ciclo bioldgico da ferrugem-asiatica da soja causada por Phakopsora
pachyrhizi. Fonte: Reis e Carmona (2005) citado por Reis et al. (2006).

Os sintomas da FAS apresentam-se inicialmente como pontuac@es clordticas,
evoluindo para pequenas lesdes de coloracdo variada entre o castanho e 0 marrom, tendendo a
forma angular devido a delimitacdo pelas nervuras, sendo possivel observar, principalmente na
face abaxial das folhas, os corpos de frutificacdo do fungo, denominados de urédias (REIS et
al., 2012; ROSA etal., 2015). As urédias, por sua vez, produzem ureddsporos, esporos assexuais
do fungo, caracterizados por serem leves, sendo facilmente disseminados pelo vento quando as
lesOes estdo secas (REIS et al., 2012; ROSA et al., 2015).

Os danos podem atingir todos os 6rgdos verdes da planta, predominantemente

as folhas, contudo observa-se que as folhas mais baixas da planta sdo as primeiras a serem
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atacadas e o periodo do florescimento ou préximo dele consiste no mais suscetivel para a
infeccdo (REIS et al., 2012). Em estado avangado da doenga, verifica-se intensa desfolha na
cultura, acarretando reducédo na qualidade e peso dos gréos colhidos (REIS et al., 2012; ROSA
et al., 2015; GODQY et al., 2018).

A presenca de alta umidade e temperaturas entre 21 °C e 25 °C sdo ideais para
a infeccdo pelo patégeno. Assim como as demais ferrugens, consiste em um fungo biotréfico
gue necessita obrigatoriamente de um hospedeiro vivo para sua sobrevivéncia (ROSA et al.,
2015).

As condigBes de cultivo brasileiras contribuem diretamente para a alta
incidéncia da patologia nos campos de soja, principalmente devido ao alto volume de
precipitacdo na época da producdo, clima tropical com altas temperaturas, sobrevivéncia do
agente causal em diversos hospedeiros e em plantas guaxas. Como agravante a isto, a resisténcia
ou diminuicdo de sensibilidade aos fungicidas disponiveis tem estado presente nas Gltimas
safras exigindo que novas solucdes sejam buscadas a fim de aumentar as ferramentas
disponiveis para controle da doenca (ROSA et al., 2015).

As plantas de soja respondem a infec¢do como suscetiveis, sobre as quais o
patogeno esporula intensamente a cada ciclo, atingindo mais rapidamente elevados niveis de
severidade; tolerantes, esporulam menos intensamente e consequentemente sofrem menos
danos; resistentes, apresentam lesdes de ferrugem escuras (Redish brown ou RB) resultantes da
resposta de resisténcia de hipersensibilidade e que esporulam muito pouco; ou ainda imunes, as
quais ndo se observam lesdes (YAMANAKA et al., 2010). No campo as cultivares atualmente
disponiveis comportam-se como suscetiveis, com ciclos de esporulacdo a cada 7-8 dias ap0s a

chegada do esporo ou tolerantes, com ciclos de esporulacdo a cada 8-10 dias apds a infeccéo.

2.2.1. Controle Quimico

Dentre as possibilidades de manejo da FAS, o controle quimico € o de maior
utilizacdo e amplamente recomendado atualmente (REIS et al., 2012). Nesse sentido, s&o

recomendados pelo FRAC (2019), produtos de diferentes mecanismos de ac¢do como:
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estrobilurinas - inibidores de respiracdo no complexo 3, citocromo bcl (fungicidas Qol, cédigo
FRAC 11), ex: azoxistrobina, cresoxim-metilico, picoxistrobina, piraclostrobina,
trifloxistrobina; triazois e triazolintiona - inibidores da sintese de ergosterol (fungicidas DMI,
cédigo FRAC 03), ex: ciproconazol, difenoconazol, epoxiconazol, flutriafol, metconazol,
propiconazol, protioconazol, tebuconazol, tetraconazol; e carboxamidas - inibidores de
respiracdo no complexo 2, dehydrogenase succinato (fungicidas SDHI, cédigo FRAC 07), ex:
benzovindiflupir e fluxapiroxade.

Devido ao rapido desenvolvimento da FAS, por conta de condicdes favoraveis
de temperatura e umidade, alem de molhamento foliar continuo pela presenca de chuvas e
orvalho, o uso do controle quimico através de fungicidas, se tornou primordial, pois infec¢oes
fangicas levam a reducdo de produtividade. Pode-se acrescentar junto ao controle quimico
outros manejos como nutricdo, época de semeadura, espacamento e vazio sanitario
(STEFANELLO et al., 2016).

A ferrugem-asiatica é muito desafiadora por ser capaz de sobreviver o ano
todo na presenca de um hospedeiro, ou seja, se houver condi¢6es de desenvolvimento da cultura
da soja, 0 mesmo ocorrera com o patdgeno. Sua capacidade de resisténcia genética em relacao
aos fungicidas, revelam o qudo dificil serd a sustentabilidade da cultura sem a utilizacdo de
outras estratégias associadas ao controle quimico (GODOY et al., 2016).

Segundo a FAOSTAT (2016), o Brasil alcancou o uso de 59.124 toneladas de
ingrediente ativo (i.a.) com fungicidas, aproximadamente 18% de um total de 337.176 toneladas
de i.a. de pesticidas (herbicida, inseticida, fungicida, tratamento de sementes, etc), grande
quantidade em respeito ao cultivo da soja. No ano de 2015, devido ao clima favoravel para
ferrugem da soja, esse numero chegou a 66.051 ton de i.a. de fungicidas de 395.646 ton de i.a.
totais de pesticidas.

Os DMIs (grupo inibidor da desmetilagdo) eram amplamente usados de forma
isolada em aplicacbes sequenciais e curativas para controlar a FAS. Essa utilizacdo ocasionou
a menor eficacia dos DMIs seis anos apds a primeira detecgdo da ferrugem no Brasil na safra
2007/2008, associada a selecdo de populagbes menos sensiveis do fungo, tornando-se uma
tendéncia também para associa¢do de DMI + Qol a partir da safra 2010/2011, como pode ser

observado na Figura 2. Nesse mesmo periodo, o nimero de aplica¢des tornou-se maior devido
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a grande quantidade de in6culo produzida nas lavouras de soja de inicio da estagdo. Os cultivos
nas safras seguintes tiveram um intervalo entre aplicagcbes reduzido com um aumento no
namero de aplicacdes, sendo duas para soja plantada precocemente, quatro para soja plantada

tardia e seis para uma segunda safra de soja (GODOQY et al., 2016)

100 5

b
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6l o
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40 4
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0 T T T T T T T T T
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Figura 2: Porcentagem do controle da ferrugem-asiatica da soja em ensaios de campo
uniformes em diferentes regiGes produtoras de soja no Brasil. Ensaios com DMI +
Qol, ciproconazol + azoxistrobina; Qol, azoxistrobina; e DMI, tebuconazol. Fonte:

Godoy et al., (2016).

Em experimentos realizados pelo Consércio Antiferrugem, na rede nacional
de ensaios padronizados e uniformes de campo (UFTs), coordenados pela Embrapa Soja e
demais parceiros, no ano de 2015 esperava-se que 0 periodo sem soja reduzisse a quantidade da
populacdo de fungos menos sensiveis ao tratamento quimico, mas isso ndo ocorreu. Constatou-
se que esta populacdo estava adaptada e continuaria a sobreviver, o que se confirmou com o
resultado de eficécia de tebuconazol atingindo 18%, com trés aplicacdes (GODOY et al., 2016).

Em ensaios conduzidos por Juliatti et al. (2017), observou-se uma redugéo na
eficacia do controle da ferrugem-asiatica com benzovindiflupir, fluxapiroxade, ciproconazol e

tebuconazol em relacdo a gravidade da doenca. Segundo os mesmos autores, fungicidas
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multissitios (clorotalonil, oxicloreto de cobre e mancozeb) associados a estrobilurinas, triazéis
e carboxamidas, podem ser utilizados no manejo da resisténcia da FAS.

Nas safras de 2016/2017 e 2017/2018, ensaios realizados em diversas regides
do Brasil verificaram queda na eficiéncia de fungicidas dos grupos DMI (inibidores da
desmetilacdo), Qol (inibidores da quinona externa) e SDHI (inibidores da succinato
desidrogenase) para controle da FAS, com atencdo especial para este Gltimo, onde a maior
tolerancia foi atribuida a mutacéo do gene sdh (subunidade C) do fungo, ndo se recomendando
a sua utilizacdo mais de duas vezes na mesma safra (GODQY etal., 2017; GODOQY etal., 2018).
O grupo dos fungicidas SDHI foi disponibilizado no Brasil na safra de 2013/2014, apresentando
resisténcia em pouco tempo, ja na safra 2016/2017, principalmente pelo uso frequente do
produto em aplicacbes curativas quando se verificou que possuia alto controle inicial da
ferrugem-asiatica (LAGENBACH et al., 2016). Isso também se deve a presséo de isolados de
P. pachyrhizi selecionados pelo uso indiscriminado no Paraguai, pais que teve a permissao de
uso da carboxamida benzovindiflupir pelos produtores, quatro anos antes que o Brasil.

Godoy et al. (2018) em trabalhos com fungicidas tebuconazol (DMI),
ciproconazol (DMI) e azoxistrobina (Qol), incluidos para monitorar a sensibilidade do fungo
P. pachyrhizi em diferentes localidades, mostraram uma baixa eficiéncia no controle, com
severidade de 78,6% na testemunha, 65,1% na azoxistrobina, 59,2% no ciproconazol e 58,7%
na utilizacdo de tebuconazol. Os dados de severidade foram utilizados na estimativa da
porcentagem de controle em relacdo a testemunha, a mesma baixa eficiéncia de controle foi
semelhante a safras anteriores.

Mais recentemente em junho de 2019, o FRAC (2019) fez um comunicado
alertando sobre a presenca de isolados de P. pachyrhizi coletados na safra 2018/2019 com
sensibilidade reduzida a triazolintione, citando a caracterizacdo genética de seis mutacbes
pontuais (F120L, Y131H, Y131F, 1145F, K142R, 1475T) e possibilidade de outros mecanismos
de resisténcia também estarem associados.

Além disso, a utilizacdo excessiva de agrotoxicos no controle de doencas de
plantas tem provocado muitos problemas de ordem ambiental, ocasionando um grande
desiquilibrio biologico, com contaminacdo de alimentos, do solo, &gua, agricultores, além de
favorecer o desenvolvimento de resisténcia de patégenos (BETTIOL; MORANDI, 2009). O
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controle quimico, apesar de ser o mais utilizado e o mais pratico para o produtor, apresenta
desvantagens significativas como o aumento dos custos de producdo e a possibilidade de
contaminagdo ambiental e humana (KANTOLIC; CARMONA, 2012).

2.2.2. Controle Genético

O dominio da epidemiologia das doencas, também se faz necessario para o
estabelecimento das estratégias de controle, sendo que o uso de gendtipos resistentes seria 0
ideal (VENTURA; COSTA, 2008). Langenbach et al. (2016), cita o uso de cultivares
resistentes a P. pachyrhizi como sendo o método mais sustentavel para o controle da FAS. Outro
ponto relevante seria que o aumento de gendtipos resistentes estd diretamente associado ao
menor uso de fungicidas, diminuicdo do custo de producéo, reducdo da emissao de carbono e
menores riscos ambientais (MALTBY et al., 2009; WIGHTWICK et al., 2010).

Contudo, com relacdo a FAS, essa resisténcia genética € de dificil alcance,
devido ao aparecimento de novas ragas e variabilidade genética do fungo (STEFANELLO et al.,
2016). Dessa maneira, mesmo com 0 mapeamento dos seis genes dominantes de resisténcia a
efetores da FAS (Rppl-Rpp6), nenhum gendtipo introgredido foi capaz, até o momento, de
conferir resisténcia satisfatdria a todos os isolados do fungo (GOELLNER et al., 2010). Isso se
deve justamente a especificidade da relacdo gene R-avr que pode ser facilmente quebrada pela
selecdo a campo de mutantes virulentos principalmente quando se considera a diferenca de
tempo de ciclo entre a planta de soja e seu patdgeno e a imensa pressdo de selecdo que as
extensas areas de monocultivo exercem sobre a evolucéo da viruléncia.

Outras alternativas baseadas principalmente na resisténcia ndo hospedeira e
transgenia provavelmente chegardo em breve ao mercado como possibilidade mais duradoura
de manutencao da resisténcia a ferrugem a campo, conforme texto descrito pela Embrapa Soja

em junho de 2018.
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2.2.3. Manejo Cultural

Para se desenvolver e multiplicar sem a quebra de seu ciclo de vida, o fungo
causador da ferrugem-asiatica necessita ter sempre um hospedeiro vivo como fonte de
sobrevivéncia, por esta razdo dizemos que ele é biotrofico. Sendo assim, entre os diferentes
métodos de manejo se destaca 0 vazio sanitario e a calendarizacdo da semeadura de soja sdo
duas formas complementares de manejo da doenca, que possibilitam a quebra do seu ciclo, pois
sem plantas hospedeiras na entressafra, reduz-se a quantidade de uredosporos do fungo no
ambiente (Embrapa Soja, 2019).

Em 2007, foi publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), a Instrucdo Normativa Numero 2, de 29 de janeiro de 2007, instituindo
o Programa Nacional de Controle da Ferrugem-asiatica da Soja (PNCFS), Entre outras
diretrizes, estabeleceu que os Estados deveriam criar seus Comités Estaduais de Controle da
FAS e as instancias intermediarias do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria
(SUASA) , devendo estabelecer um calendario de semeadura de soja, com um periodo de, pelo
menos 60 dias sem a presenca de plantas cultivadas de soja ou voluntarias no campo.
Atualmente treze Estados e o Distrito federal adotaram essa medida, estabelecidas por meio de
Normativas, 0 mesmo ocorrendo no Paraguai (1a denominado de “pausa fitossanitaria”), cOmo
demostrado na Figura 3 (Embrapa Soja, 2019).

O objetivo do vazio sanitario é reduzir a sobrevivéncia do fungo causador da
ferrugem-asiatica durante a entressafra e assim atrasar a ocorréncia da doenca na cultura, sendo
os resultados esperados a diminuicdo do nimero de aplicacBes de fungicidas e a reducdo da

pressdo de selecdo de resisténcia do fungo P. pachyrhizi aos fungicidas.


http://acacia.cnpso.embrapa.br:8080/cferrugem_files/829423864/PNCFS-IN-02-2007.pdf
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PERIODOS DE VAZIO SANITARIO
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PA (1): Micrarregides de Conceigdo do Araguaia, Redengdo, Maraba, 53o Feliz do Xingu, Parauapebas, Itaituba (com exc. municipios de Rurépolis e Trair3o) , e Altamira | Distri-
tos de Castelo dos Sonhas e Cachoeira da Serra). PA [2): Microrregides de Paragominas, Bragantina, Guamd, Tomé-Acu, Salgada, Tucurui, Castanhal, Arari, Belém, Cameta,
Fures de Breves e de Partel. PA [3): Microrregides de Santarém, Almeirim, Obidas, Itaituba (municipios de Rurdpalis e Trair3o) e de Altamira (com exc. Distritos de Castelo de
Sanhos e Cachoeira da Serra).

MA (1): MicrarregiSes de Alto Mearim e Grajal; Chapadas do Alto Itapecuru, Chapadas das Mangabeiras; Gerais de Balsas, Imperatriz; Parto Franco, MA [2): Microrregides
de Aglomerac3o Urbana de 53o Luis; Baixada Maranhense; Baixo Parnaiba Maranhense; Caxias; Chapadinha; Codd; Coelha Neto; Gurupi; Itapecuru Mirim; Lengdis
Maranhenses; Litoral Ocidental Maranhense; Médio Mearim; Pindaré; Presidente Dutra; Rosaria.

Paraguai (1): Region Oriental de 01/06 a 30/08 (Res. N. 071/11). Paraguai [2): Regidn Occidental de 15/06 a 15/09 (Res. N. 633/17)

Figura 3: Periodos de Vazio Sanitario. Fonte: Embrapa Soja (2019).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO

Segundo Cook e Baker (1983); Bettiol, (1991), citados por Bettiol e Morandi
(2009), controle biologico ¢ a redugdo da soma de indculo ou das atividades determinantes da

doenca, provocada por um patogeno, realizada por um ou mais organismos que nao o homem,
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podendo ser conceituado também como controle de um micro-organismo por meio de outro
micro-organismo chamado de antagonista. O antagonismo pode envolver um ou mais
mecanismos de acdo como: antibiose, competicdo, parasitismo, predagédo, hipoviruléncia e
inducdo de defesa do hospedeiro (BETTIOL, 1991).

Jaber e Ownley (2018) caracterizaram fungos entomopatogénicos com
potencial endofitos que colonizam tecidos internos da planta sem causar sintomas aparentes ou
danos aos tecidos do hospedeiro, podendo atuar como promotores de crescimento.

O uso de biofungicidas tem sido crescente a fim de suportar 0 novo sistema
de producéo agricola e horticola (LARENA et al., 2018), e para isso, diversos estudos foram
realizados a fim de caracterizar 0s microrganismos potenciais e seus mecanismos de interacao.
Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), tém sido investigadas como
possiveis agentes de biocontrole para aumentar a produtividade das plantas e suprimir doencas
(HANUDIN et al., 2017).

Véarios mecanismos foram postulados para explicar como esses
microrganismos estimulam a produtividade das plantas, podendo ser classificados como efeitos
diretos ou indiretos. Os efeitos diretos no crescimento das plantas se ddo pelo fornecimento de
alguns compostos produzidos pelos microrganismos e que sdo necessarios para a planta, como
fitohormoénios. Também promovem a absorcao de alguns nutrientes. Como efeitos indiretos no
crescimento das plantas inclui-se o mecanismo de defesa contra um ou mais organismos
fitopatogénicos pela producdo de substancias antagbnicas e/ou induzindo resisténcia a agentes
patogénicos.

Bettiol e Morandi (2009) descrevem que 0s indutores de resisténcia em
plantas a patdgenos podem ser bidticos ou abidticos, podendo ser apresentados na forma de
compostos quimicos, extratos de células de microrganismos, filtrados de culturas ou
microrganismos Vivos.

O trabalho pioneiro com fungos entomopatogénicos enddéfitos foi conduzido
com Beauveria bassiana, um fungo onipresente no solo que infecta uma ampla gama de
diferentes insetos (>700 espécies), e € um dos bioinseticidas fungicos mais comercializados

mundialmente (JABER; OWNLEY, 2018). Em 1835, o entomologista italiano Agostino Bassi,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Entomologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/It%C3%A1lia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agostino_Bassi

14

=", Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP
884 - Criada pela Lei Estadual n® 15.300/06 — Autorizada pelo Decreto Estadual n® 3909/08

CAMPUS LuIZ MENEGHEL
5 CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

p g PROGRAMA DE MESTRADO EM AGRONOMIA
BR 369 kv 54 (43) 3542-8053

descobriu que esse fungo agia como um parasita, causando a doenca muscardina que atacava e
matava o domesticado bicho-da-seda (BEAUVERIA, 2019).

Os fungos promotores de crescimento de plantas endofitos possuem
mecanismos que afetam diretamente patdgenos de plantas por exemplo, micoparasitismo,
competicdo, antibiose por meio da producdo de metabdlitos secundarios fungicidas, até as
interacGes indiretas mais complexas entre microorganismos e patégenos causadores de doencas
mediadas por sua planta hospedeira mutua (por exemplo, estimulagdo de metabdlitos
secundarios de plantas, promogdo de crescimento das plantas e inducdo de resisténcia
sistémica). Estudos sugerem que a combinacdo desses mecanismos pode ser empregada pelos
fungos fitopatogénicos enddfitos contra patogenos (HOSSAIN et al., 2017).

Fungos promotores de crescimento em plantas dos géneros Fusarium,
Penicillium, Phoma, Trichoderma e fungos estéreis tém sido objeto de multiplos estudos devido
as suas habilidades de protecdo contra uma variedade de patdgenos. Nos Ultimos anos,
Penicillium spp. vem sendo extensivamente testado em funcao de sua capacidade de exercer
efeitos benéficos sobre as plantas usando diferentes formas de indculos (HOSSAIN et al.,
2017).

Existem disponiveis no mercado mundial 40 antagonistas utilizados para o
controle biologico (SARGS, 2019). O primeiro relato de fitopatdgeno registrado, na
U. S. Environmental Protection Agency (USEPA) é de uma Agrobacterium radiobacter isolado
K84 para o controle da galha-da-coroa no ano de 1979, Fravel (2005) citado por Lanna Filho et
al. (2010).

O género Trichoderma é o fungo mais comercializado, sendo quase metade
do volume de antagonistas. Deste, a espécie Trichoderma harzianum representa 38% dos
produtos. Tem-se também produtos formulados com bactérias do género Bacillus, sendo a
espécie Bacillus subtilis a mais comercializada com 62% do mercado. Género Pseudomonas,
as espécies Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas chlororaphis representam metade dos
produtos comerciais. Para Paecilomyces, espécie Paecilomyces lilacinusé a de maior
relevancia (SARGS, 2019).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Muscardina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bicho-da-seda
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2.3.1. Uso de Penicillium spp. no Controle Bioldgico de Fitopatdgenos

Kimati et al, (1978) descrevem Penicillium como sendo um género de fungos
conidiais, saprdfitas, causadores de mofos ou bolores em citrus, podriddes de fruto, comum em
pos-colheita. Pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, sub-classe
Eurotiomycetidae, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae, género Penicillium
(PENICILLIUM, 2019).

O fungo Penicillium pode causar danos em diversas culturas tais como citrus
(BENATO et al. 2018), milho (BRITO Jr. et al. 2018), macieira (OSORIO et al., 2013), abacaxi
(VERGIGNASSI et al. 2009) e soja (MEDEIROS et al. 2019).

Silva (2013), descreveu baseado em Raper e Thom (1949); Pitt (1979); Pitt et
al. (2000) que com relacdo as caracteristicas macroscopicas, microscopicas e fisioldgicas,
primeiramente foi realizada a identificacdo de cerca de 137 espécies de Penicillium, descritas
no Manual of the Penicillia. Apos alguns anos, foram descritas 150 espécies, acreditando-se
haverem cerca de 300 espécies para 0 género e que cerca de 1.000 fendtipos diferentes ainda
seriam catalogados. Em 1991, Pitt catalogou um conjunto de espécies de Penicillium e concluiu
que cerca de 30 a 40 dessas espécies eram comuns na natureza. Por fim listou-se 225 espécies
aceitas para o género Penicillium, com seus respectivos sinbnimos.

Para o controle de Penicillium em culturas agricolas sdo utilizados defensivos
quimicos em sementes de soja (FERREIRA et al. 2019), porém ha estudos para o seu controle
através de extratos vegetais em sementes de Enterolobium contortisiliquium (MEDEIROS et al.
2016) e ozonizacao para desinfeccdo microbiologica em graos de milho (BRITO Jr. et al, 2018).

O género Penicillium tem grande relevancia na producdo de alimentos e
medicamentos. Alguns autores relatam que as espécies de Penicillium também tém suprimido
0 crescimento bacteriano em varios estudos. Um conjunto muito diversificado de metabdlitos
ativos secundarios, incluindo micotoxinas potentes (FRISVAD; SAMSON, 2004), substancias
antibacterianas (RANCIC et al., 2006; LUCAS et al., 2007) e antifingicas (NICOLETTI et al.,
2007) produzidos a partir de espécies de Penicillium foram identificados e tiveram suas

atividades bioldgicas no controle de patdgenos comprovada.
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Penicillium spp., assim como Aspergillus spp., sdo fungos produtores de &cido
giberélico com capacidade de modular a producédo de acido jasmonico e &cido salicilico, fito-
hormdnios diretamente ligados com o aumento da expressdo de vias de defesa vegetal, que
consequentemente podem diminuir a severidade de algumas patologias (WAQAS et al., 2015).
Além disso, a alta capacidade desses isolados em inibir os patégenos deve-se também a
producdo de algumas substancias toxicas e enzimas hidroliticas, como pectinases e celulases,
que podem degradar a parede celular do patdégeno. A enzima celulase tem a capacidade de
degradar a parede celular fingica, que € um mecanismo importante de inibicdo (REETHA et al.,
2014).

Os produtos a base de antibidticos sdo um dos mecanismos bioquimicos que
regulam o antagonismo entre fungos do solo que também podem influenciar a impoténcia dos
fungos e as propriedades supressoras de alguns solos contra patdégenos de plantas (FRISVAD;
SAMSON, 2004).

Hossan et al. (2017) observaram reducdo de mais de 40% de severidade de
Pseudomonas syringae pv. tomato nas folhas de Arabidopsis thaliana quando as sementes
foram inoculadas com Penicillium viridicatum GP15-1, demonstrando que houve inducéo de
resisténcia, além de promocao ao crescimento vegetal com o aumento de massa seca e fresca.

Na cultura do feijoeiro, a utilizacdo de preparos homeopéaticos com
Penicillium em sementes velhas de feijao, em pré-germinacéo, demostraram bons resultados
com relacdo a melhora na germinacéo e ao vigor das sementes (PINHEIRO et al. 2019).

O Penicillium frequentans W. é relatado como um agente de controle
biolégico (DE CAL et al., 1990) e revelou um bom potencial para o desenvolvimento como
produto comercial de biocontrole contra a podriddo parda do fruto de pessegueiro (GUIJARRO
et al., 2006; GUIJARRO et al., 2007). Os antibioticos produzidos por P. frequentans sdo ativos
contra a germinacao de esporos de Monilinia laxa, atuando no crescimento do tubo germinativo
e podem estar relacionados ao controle do patogeno (DE CAL et al., 1988). Além disso, foi
demonstrado por outros autores que o fungo produz altos niveis de pectinases extracelulares
apos 24 h de incubacgdo em cultura submersa (KAWANO et al., 1999).

El-Fawy et al. (2018) avaliaram a eficiéncia de diferentes isolados de

P. frequentans no controle da doenca da mancha de Cercospora beticola em beterraba
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acucareira. Os isolados testados de P. frequentans foram capazes de inibir o crescimento
micelial de C. beticola, mas variaram em sua capacidade de efeito antagonico. Os isolados com

alta capacidade antag6nica foram os que apresentaram maior atividade enzimatica.

2.3.2. Controle Bioldgico da FAS

Ha um grande potencial para o controle biologico da ferrugem-asiatica.
Resultados favoraveis de pesquisa para o controle biologico da FAS sdo encontrados desde a
aplicagdo com oOleos essenciais (SILVA et al., 2014; DORIGHELLO et al. 2015), substancias
volateis de plantas (MENDGEN et al., 2006), aplicacéo, via solo, de silicio (CRUZ et al., 2013),
sacarina com agua de xisto (SRIVASTAVA et al., 2011; MEHTA et al., 2015), assim como o
controle por fungos, como Verticillium psalliotae (SAKSIRIRAT e HOPPE, 1990; ZARE e
GAMS, 2001), Sphaerellopsis filum (YUAN et al., 1999), Simplicillium lanosoniveum (WARD
etal., 2011; WARD et al., 2012), Trichothecium rosae (KUMAR; JHA, 2002) e bactérias, como
Bacillus spp. (MENDGEN et al., 2006; DORIGHELLO et al., 2015).

Substancias naturais, volateis de plantas, como o farnesil-acetato, tém
apresentado resultados positivos para o biocontrole da ferrugem-asiatica da soja (MENDGEN
et al., 2006). O mesmo ¢é valido para o 6leo de café e dleos essenciais de Hyptis marrubioides,
Aloysia gratissima e Cordia verbenacea, que reduziram a severidade da doenca sob condicGes
de estufa e/ou campo ao suprimir a germinacdo de esporos in vitro do fungo (SILVA et al.,
2014; DORIGHELLO et al., 2015). Cruz et al. (2013) verificaram que o tratamento com o
indutor de resisténcia de plantas Acibenzolar-S-Metil ou a aplicacéo de silicio via solo reduziu
a severidade de P. pachyrhizi nas folhas de soja. O silicio, além de criar uma barreira de
penetracdo fisica quando depositada na camada subcuticular, reforca a defesa da planta (MA e
YAMAJI, 2006; CRUZ et al., 2013). De forma semelhante, a aplicacdo de sacarina e agua de
xisto no solo induziram resisténcia a ferrugem-asiatica em soja (SRIVASTAVA et al., 2011;
MEHTA et al., 2015). No entanto, a relagdo custo-beneficio e a viabilidade do biocontrole em
escala de campo precisam ser determinadas para estimar o valor agrondmico real de tais
abordagens (LANGENBACH et al., 2016).
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InteracBes micoparasiticas entre Verticillium psalliotae e P. pachyrhizi
formaram estruturas semelhantes a apressérios em possiveis locais de infeccdo em ureddsporos,
conforme relatado por Saksirirat e Hoppe (1990); Zare e Gams (2001). O fungo
S. lanosoniveum, apesar de ndo ser relatado como micoparasita, foi encontrado em urédias de
P. pachyrhizi e reduzindo significativamente o desenvolvimento da ferrugem-asiatica a campo,
conforme Ward et al. (2011) e Ward et al. (2012). De forma similar, Kumar e Jha (2002)
observaram retracdo de uredosporos de P. pachyrhizi quando colonizados com Trichothecium
rosae. Além disso, varias cepas de Bacillus spp. reduziram a gravidade da ferrugem-asiatica da
soja (DORIGHELLO et al., 2015).

N&o foram encontrados relatos do uso de Penicillium spp. para controle da
FAS e seus modos de utilizacdo, abrindo possibilidade para novos estudos na area.

O manejo integrado de doencas € uma ferramenta importante para o controle

de diversos patdégenos em plantas, mas requer conhecimento de tecnologias de controle, com

disponibilidade econémica e que sejam ecologicamente viaveis.
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3. MATERIAL E METODOS

O fungo Penicillium sp. foi originalmente obtido a partir do isolamento de
coldnias que se desenvolviam sobre lesdes de FAS em sistema de co-cultivo nas folhas
destacadas de soja nas quais objetivava-se multiplicar esporos de ferrugem (dados nao
publicados e comunicacdo pessoal da académica do curso de Biologia, Larissa de Assis Carrets)
no Laboratorio de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual
do Norte do Parand (UENP), na cidade de Bandeirantes-PR. O isolamento foi realizado pela
técnica de microcultivo (Fernadez, 1993) de um Unico esporo produzindo um isolado
monosporico de Penicillium sp. O isolado foi observado ao microscépio Optico binocular com
aumento de 400x, para identificacdo (Figura 4). A especie de Penicillium foi identificada pelo
sequenciamento das regides 1TS1 e ITS4 (White et al., 1990) com posterior alinhamento no

banco de dados publico do NCBI e o resultado desta analise permanece confidencial por

interesse de patenteamento.

Figura 4: Imagens do isolado de Penicillium sp. no microscopio éptico binocular com aumento
aproximado de 400x (Fonte: CARRETS, L. de A., 2018).
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Os experimentos foram realizados em etapas distintas para caracterizacéo de
niveis de controle da FAS pelo fungo Penicillium sp. em diferentes situacdes, sendo: (1) teste
de germinacdo de esporos da ferrugem em placas de Petri e placas de cultivo de células em
pocos fundos (trés ensaios); (2) folhas destacadas de soja cultivadas em placas de Petri (dois
ensaios); (3) plantas de soja cultivadas em vasos na casa de vegetacdo (um ensaio); e (4) plantas
de soja cultivadas sob condigdes de campo (um ensaio).

Foram utilizados diferentes métodos de preparo de Penicillium sp. nos testes,
sendo: (1) inoculagdo da suspensdo de esporos em agua destilada autoclavada na concentragao
de 1.10° esporos.mL™, com adigdo de dispersante Tween 20 (0,01%); os demais tendo como
base para producdo de in6culo meio de cultivo liquido, obtido apds crescimento por 72 horas
sob constante agitacdo em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 80 mL de meio BD (batata e
dextrose) e 1 mL da suspensdo de esporos (SE) de Pencillium sp. na concentragio de 1.10°
esporos.mL™t. Ap6s crescimento o meio foi centrifugado a 4.000 rpm em tubo Falcon de 15 mL
por 25 minutos e o sobrenadante foi coletado para utilizacdo como: (2) sobrenadante (S); (3)
sobrenadante filtrado em membrana PES de 0,22 um (SF); e (4) sobrenadante filtrado em
membrana PES de 0,22 um e autoclavado (SFA). A Figura 5 traz a representacdo esquematica
dos procedimentos para obtencdo dos indculos utilizados nos tratamentos.

As proporcdes das dilui¢Oes utilizadas para compor os tratamentos dos testes
3 a 6 foram: D1 = 1.5, sendo 1 parte do sobrenadante para 4 partes de agua destilada
autoclavada; D2 = 1:10, sendo 1 parte do sobrenadante para 9 partes de agua destilada
autoclavada; D3 = 1:100, sendo 1 parte do sobrenadante para 99 partes de agua destilada
autoclavada; e D4 = 1:1000, sendo 1 parte do sobrenadante para 999 partes de agua destilada
autoclavada (Tabela 1). Contudo, houve varia¢des nos tratamentos empregados em cada ensaio
realizado, os quais sdo descritos nos subtdpicos subsequentes. Isso se deve pelos testes terem
se iniciado pelo ensaio em placa de Petri, onde foi percebida a necessidade de repeticdo com
uso de outro recipiente para afericdo dos resultados, sendo dessa forma repetido em placa de
cultivo de células de pocos com fundo chato para leitura com microscopio invertido com cdmera
fotografica. Com base nos resultados prévios dos ensaios de placa, foi conduzido o ensaio a
campo, pois a safra 2018/2019 ja se encontrava instalada e na fase de aplicacdo. Para este ensaio

foram excluidos os tratamentos com sobrenadante autoclavado para reduzir a complexidade de
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preparo e aplicagdo no campo. Em paralelo a essa etapa, foi realizado o ensaio em casa de
vegetacao, onde se acrescentou a dilui¢do de 1:5 nos diferentes sobrenadantes de Penicillium sp.
uma vez que 0s ensaios in vitro ja indicavam que a menor dilui¢do utilizada havia apresentado
resultados mais significativos de controle. Apos obtidos os resultados do ensaio conduzido na
casa de vegetacdo foram instalados os dois ensaios de folhas destacadas, ja com inclusdo da

diluicdo 1:5. Por fim foi repetido o ensaio de placa para incluséo da diluigdo de 1:5.

Penicillivm sp.
isolado de lesdes de FAS

—
1mL 1
(2) Sobrenadante — Di-15
80 ml de meioc BD
e D2-1:10
= = D3-1:100

. D4-1:1.000

D1-1:5
72 horas sob agitagdo . D2-1:10
Centrifugagdo
4.000 rom / 25 min. D3-1:100

. D4-1:1.000

(4) Sobrenadante filfrado
e autoclavado D1-1:5

outoclave [BD2=15:10
D3 -1:100
D4 - 1:1.000

Fonte 1: ZENY, E. P.
Fonte 2: CARRETS, L. de A..

Figura 5: Representacdo esquematica dos procedimentos para obtencdo de indculo dos
tratamentos.



22

=" "+, Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP
Y LY Criada pela Lei Estadual n® 15.300/06 — Autorizada pelo Decreto Estadual n® 3909/08

£ ' £ CAMPUS LUIZ MENEGHEL
5 CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

w PROGRAMA DE MESTRADO EM AGRONOMIA

BR 369 kM 54 (43) 3542-8053

Tabela 1: Descrigdo dos tratamentos e diluigdes de Penicillium sp. utilizados nos ensaios.

Tratamentos Diluictes
1 Testemunha (4gua destilada autoclavada)
2 Suspensdo de esporos (1.10° esporos.mL™)
3 Sobrenadante (S) D1 1.5
4 D2 1:10
5 D3 1:100
6 D4 1:1000
7  Sobrenadante filtrado (SF) D1 1.5
8 D2 1:10
9 D3 1:100
10 D4 1:1000
11 Sobrenadante filtrado e autoclavado (SFA) D1 1.5
12 D2 1:10
13 D3 1:100
14 D4 1:1000
15 Status® 0,5:100

Como padrédo de comparacao para verificacdo de nivel de controle da FAS foi
utilizado uma testemunha absoluta e um tratamento quimico com o produto Status® (0,588 kg
L de oxicloreto de cobre) na diluico de 0,5:100, sendo 0,5 parte do produto para 99,5 partes
de &gua destilada autoclavada.

Os esporos de P. pachyrhizi utilizados nos ensaios foram oriundos de coletas
no campo na regido de Ponta Grossa-PR, ano safra 2018/2019, e armazenados em ultra freezer
a -80 °C. Para as inoculacdes foi utilizada uma suspensao de esporos de P. pachyrhizi em agua
destilada autoclavada na concentracdo de 1.10° esporos.mL™, com adi¢do de dispersante
Tween 20 (0,01%).

Para obtencdo da % de controle, os dados dos tratamentos com os diferentes
métodos de preparo do Penicillium sp. e com Status® foram comparados com a testemunha.
Para os diferentes sobrenadantes do Penicillium sp., foi utilizado apenas a diluicdo de 1:10 por
ser comum em todos o0s ensaios realizados.

Os parametros avaliados (% de esporos de P. pachyrhizi germinados e
AACPD) e os dados convertidos em % de controle foram submetidos aos testes de Hartley, para
verificacdo da homocedasticidade das variancias, e Shapiro-Wilk, para examinar a normalidade

dos dados. As médias dos tratamentos foram submetidas a analise de variancia pelo teste de
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Fisher-Snedecor e comparadas pelo teste de Duncan, pelo software SASM — Agri. Para as doses

optou-se pela regressao polinomial, com um grau de confianca superior a 95% de probabilidade.

3.1. TESTE DE GERMINACAO EM PLACA

No total foram realizados trés ensaios independentes nessa etapa, conduzidos
no Laboratdrio de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UENP, na cidade de
Bandeirantes-PR. Tais ensaios tiveram como parédmetro avaliado a porcentagem de esporos de
P. pachyrhizi germinados em placa de Petri e placa de cultivo de células de 48 pocos fundo
chato. Previamente em cada placa/poco foi adicionado meio Agua-Agar a 1% e posteriormente
adicionado a suspensdo de P. pachyrhizi na concentracdo de 1x10° esporos.mL? juntamente
com os diferentes métodos de preparo do Penicillium sp. e suas dilui¢cbes. A montagem dos
ensaios ocorreu em: 12 de janeiro de 2019 para o ensaio em placa de Petri; 01 de fevereiro de
2019 para o ensaio em placa 48 pocos (1); e 18 de junho de 2019 para o ensaio em placa 48
pocos (2). O volume utilizado na placa de Petri foi de 400 L, sendo 200 pL da suspensdo de
P. pachyrhizi e 200 uL do respectivo inoculo do Penicillium sp. J& nas placas de 48 pocos, cada
poco recebeu 20 pL, sendo 10 pL da suspensédo de P. pachyrhizi e 10 pL do respectivo inoculo
do Penicillium sp. Na testemunha foi adicionado apenas dgua destilada autoclavada e no padréao
quimico de comparagio o Status® na diluicdo de 0,5:100, ambos nos mesmos volumes
anteriores (Tabela 2).

As placas foram acondicionadas em BOD, de forma aleatéria, na temperatura
de 24°C, sem luz, e as leituras foram realizadas no dia seguinte a inoculacdo com
aproximadamente 12 horas de incubacdo (over-night). Para a visualizacdo dos esporos de
P. pachyrhizi germinados foi utilizado, no ensaio em placa de Petri, microscopio Optico
binocular com aumento de 100x e nos ensaios com placa de 48 pogos, microscopio invertido
com camera fotografica, onde foi possivel contar com maior eficiéncia e acuracia o nimero de
esporos germinados a partir das imagens obtidas no aumento de 100x. Foi considerado esporo

germinado aqueles nos quais o0 comprimento do tubo germinativo era o dobro do tamanho do
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esporo de P.pachyrhizi e os valores foram representados em porcentagem de esporos

germinados.

Tabela 2: Tratamentos utilizados nos ensaios de placa.

Placa de Petri Placa 48 pocos (1) Placa 48 pocos (2)

Tratamentos (5 repeticoes) (5 repeticoes) (5 repeticoes)
1 Testemunha sim sim sim
2  Suspensdo de esporos sim sim sim
3 st-p1 nao nao sim
4 D2 sim sim sim
5 D3 sim sim sim
6 D4 sim sim sim
7 SF?-D1 nao nao sim
8 D2 sim sim sim
9 D3 sim sim sim
10 D4 sim sim sim
11 SFA®-D1 nao nao sim
12 D2 sim sim sim
13 D3 sim sim sim
14 D4 sim sim sim
15 Status® sim sim sim

1 S: Sobrenadante;
2 SF: Sobrenadante e filtrado; e
3 SFA: Sobrenadante, filtrado e autoclavado.

3.2. ENSAIO EM FOLHAS DESTACADAS CULTIVADAS EM PLACAS DE PETRI

No total foram realizados dois ensaios nessa etapa, ambos conduzidos no
Laboratorio de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UENP, na cidade de
Bandeirantes-PR. Esses consistiram na verificacdo da quantidade de lesdes de FAS em folhas
destacadas de soja cultivadas individualmente ou em dupla em placas de Petri contendo meio
Agua-Agar a 1%. A cultivar utilizada foi a M 5917 Ipro e as plantas foram cultivadas em vasos
de cinco litros com oito plantas em cada vaso, sob regime de irrigacdo, substrato e adubacéo
adequados ao bom desenvolvimento da cultura. Esses foram acondicionados em casa de

vegetacdo isenta da presenca da FAS. As folhas coletadas eram provenientes do terceiro trifélio
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emitido de cada planta quando as mesmas se encontravam com quatro a seis trifolios totalmente

emitidos. Previamente a montagem das placas de Petri, as folhas passaram por lavagem em
agua corrente, seguida de imersdo em solucao de acido acético a 2,5% (v/v) por 15 minutos e

entdo deixadas em agua destilada, para enxague, até a montagem das placas.
Na montagem as folhas foram colocadas com a parte superior em contado

com o meio Agua-Agar de forma individual no ensaio (1) e em duplas no ensaio (2). Para
manutenc¢do da umidade do meio e garantir a longevidade das folhas, foi colocado uma pequena

porc¢édo de algodao que era umedecido com agua destilada autoclavada a cada dois dias.
A aplicacdo dos tratamentos com Penicillium sp. e posterior inoculacdo dos

esporos de P. pachyrhizi foram realizadas utilizando um borrifador plastico, previamente
esterilizado. Utilizou-se a suspensdo de esporos de P. pachyrhizi na concentragdo de 1x10°
esporos.mL™! em todos os tratamentos. Na testemunha foi borrifado primeiramente apenas agua

destilada autoclavada e na sequéncia inoculada a FAS. No padrdo quimico primeiramente foi

borrifada suspenséo de Status® (diluicdo de 0,5:100) e na sequéncia inoculada a FAS.
Nesses dois ensaios foi acrescentado um tratamento “falso inoculado” no qual

foi borrifado apenas agua destilada autoclavada duas vezes servindo para confirmacao que nao
havia presenca de FAS nas folhas utilizadas. Na Tabela 3 consta os tratamentos utilizados em

cada ensaio de folhas destacadas.
Apds o término das aplicacOes e inoculacdo da FAS as placas com as folhas

foram acondicionadas de forma aleatéria em BOD na temperatura de 20 °C, sem luz, por
aproximadamente 12 horas (over night) e entdo com luz até o término das avaliagcdes. No total
foram utilizadas 240 folhas, sendo 80 no ensaio (1) e 160 no ensaio (2). Em cada avaliacao

realizada, as placas eram mudadas de local na BOD com nova aleatorizacao.
As avaliacBes foram realizadas com auxilio de estereomicroscopio com

iluminacdo e aumento de 10x e se iniciaram com o aparecimento das primeiras urédias de

P. pachyrhizi, sendo: ensaio (1) data de montagem em 19 de abril de 2019 e inicio das
avaliagdes com 12 dias ap06s a inoculagdo, onde se realizaram sete avaliagdes com intervalos de
dois dias entre elas, as quais consistiram na contagem do namero de lesdes por folha; e ensaio
(2) data de montagem em 14 de junho de 2019 e inicio das avaliagdes com nove dias apds a

inoculacdo, onde se realizaram sete avaliagdes com intervalos de trés dias entre elas, as quais
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consistiram na verificacdo da % de severidade da FAS, conforme escala diagramatica para
avaliagdo de P. pachyrhizi (GODOY et al., 2006). No total 480 folhas foram avaliadas
considerando os ensaios 1 e 2.

Tabela 3: Tratamentos utilizados nos ensaios de folhas destacadas.

Folhas destacadas (1) Folhas destacadas (2)

Tratamentos (5 repetices) (5 repetices)
1 Testemunha sim sim
2 Suspensdo de esporos sim sim
3 st-p1 sim sim
4 D2 sim sim
5 D3 sim sim
6 D4 sim sim
7 SF?-D1 sim sim
8 D2 sim sim
9 D3 sim sim
10 D4 sim sim
11 SFA®-D1 sim sim
12 D2 sim sim
13 D3 sim sim
14 D4 sim sim
15 Status® sim sim
- Falso inoculado sim sim

1'S: Sobrenadante;
2 SF: Sobrenadante filtrado; e
3 SFA: Sobrenadante filtrado e autoclavado.

Com base nos valores encontrados, em ambos os ensaios, foi calculada a area

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), para representacéo dos dados.

3.3. ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

Nessa etapa foi realizado um ensaio, conduzido na Casa de Vegetacdo do

Centro de Ciéncias Bioldgicas da UENP, na cidade de Bandeirantes-PR. Tal ensaio teve como

objetivo mensurar a quantidade de lesbes de P. pachyrhizi em folhas de soja da cultivar
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M 5917 Ipro cultivadas em vasos de cinco litros com oito plantas em cada vaso, sob regime de
irrigagéo, substrato e adubacdo adequados ao bom desenvolvimento da cultura.

As aplicacBes dos tratamentos e inoculagdes da FAS foram realizadas da
mesma forma que nos ensaios anteriores com folhas destacada, utilizando borrifador pléstico,
simulando a melhor cobertura possivel do dossel de folhas das plantas sem escorrimento, sob
condi¢des de temperatura abaixo de 30 °C, umidade relativa do ar acima de 50%, vento
praticamente nulo e no final da tarde. Apos a inoculacdo da ferrugem, as plantas foram cobertas
com saco plastico umedecido, para favorecer a germinacdo dos esporos, sendo 0S sacos
removidos apenas na manha do dia seguinte. Nesse ensaio foram realizadas duas aplicacdes de
Penicillium sp. com intervalo de 18 dias, sendo: aplicacdo A na data de 19 de fevereiro de 2019,
quando as plantas se encontravam no estadio V6 a V8; e aplicacdo B na data de 09 de marco de
2019, com as plantas em pleno florescimento (estddio R2) e com lesGes em sua maioria com

urédias fechadas ainda, ou seja, ndo esporulando. Na Tabela 4 s&o apresentados os tratamentos

utilizados no ensaio em casa de vegetacao.

Tabela 4: Tratamentos utilizados no ensaio em casa de vegetacéo.

Tratamentos Casa de vegetacdao (5 repeticdes)
1 Testemunha sim
2 Suspensdo de esporos sim
3 st-D1 sim
4 D2 sim
5 D3 sim
6 D4 sim
7 SF?-D1 sim
8 D2 sim
9 D3 sim
10 D4 sim
11 SFA®-D1 sim
12 D2 sim
13 D3 sim
14 D4 sim
15 Status® sim

1'S: Sobrenadante;
2 SF: Sobrenadante filtrado; e
8 SFA: Sobrenadante filtrado e autoclavado.
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Nesse ensaio foram realizadas um total de quatro avaliagbes, as quais
consistiram da contagem do nimero de lesdes de P. pachyrhizi por trifélio com auxilio de lupa
de mdo com aumento de 30x, sendo: a primeira na visualizacdo das primeiras urédias de
P. pachyrhizi,11 dias ap6s a aplicagdo/inoculacdo A; a segunda com 18 dias, quando se realizou
a aplicacdo/inoculacdo B; a terceira com 29 dias; e a quarta 36 dias ap0s o estabelecimento do
experimento.

O ensaio contou com um total de 30 vasos, sendo dois vasos de oito plantas
cada por tratamento. Considerando quatro plantas por repeticdo, onde foram avaliados quatro
trifolios (12 folhas) do terco medio, totalizando 900 folhas avaliadas. A disposi¢éo dos vasos
foi em blocos totalmente aleatorizados dentro da casa de vegetacéo e nova aleatorizacao a cada
avaliacao realizada.

Com base nos valores encontrados nas quatro avaliacoes, foi calculada a area

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para representacéo dos dados.

3.4. ENSAIO A CAMPO

Nessa etapa foi realizado um ensaio, conduzido na Fazenda Escola Capéo da
Onca da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), na cidade de Ponta Grossa-PR. Esse
se constituiu na verificacdo da % de severidade da FAS nas parcelas. A cultivar utilizada foi a
BS 2606 Ipro, sob condi¢des climaticas naturais da safra 2018/2019. Para este ensaio nao foi
realizada inoculacdo artificial da P. pachyrhizi, considerando que a ocorréncia de ferrugem na
regido foi alta (causando impactos consideraveis na produtividade) e simulando a mesma
pressdo de doenga de lavouras comerciais de soja.

Durante o ensaio foram realizadas quatro aplicacfes para controle da FAS,
sendo duas de produtos quimicos registrados e duas dos tratamentos propostos, de forma
intercalada com diferentes intervalos entre elas, sendo: aplicacdo A na data de 10 de janeiro de
2019, quando as planas atingiram o estadio de V8 (em todos os tratamentos), com os produtos
quimicos Orkestra® SC (0,167 kg L™ de fluxapiroxade + 0,33 kg L™ de piraclostrobina) +
Status® (0,588 kg L™ de oxicloreto de cobre) + Assist® (0,756 kg L™ de 6leo mineral) nas doses
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de 0,35 + 0,5 + 0,5 L hal, respectivamente; aplicacdo B: apds 14 dias da aplicacdo A com os
tratamentos propostos no ensaio; aplicacdo C 12 dias ap6s aplica¢do B, novamente em todos 0s
tratamentos do ensaio, com os produtos quimicos Fox® (0, 150 kg L* de trifloxistrobina + 0,175
kg L™ de protioconazol) + Aureo® (0,720 kg L™ de éster metilico de dleo de soja) nas doses de
0,4 + 0,25 L hal, respectivamente; e aplicacdo D apds 14 dias da aplicagdo C com mesmos
tratamentos propostos na aplicacdo B. Na Tabela 5 consta os tratamentos utilizados no ensaio

a campo.

Tabela 5: Tratamentos utilizados no ensaio a campo.

Tratamentos Cam_p(z
(4 repeticOes)
1 Testemunha sim
2 Suspensdo de esporos sim
3 st-p1 nao
4 D2 sim
5 D3 sim
6 D4 sim
7 SF?-D1 nao
8 D2 sim
9 D3 sim
10 D4 sim
11 SFA®-D1 nao
12 D2 nao
13 D3 nao
14 D4 nao
15 Status® sim

1'S: Sobrenadante;
2 SF: Sobrenadante filtrado; e
3 SFA: Sobrenadante filtrado e autoclavado.

Para as aplicac6es A e C foi utilizado equipamento tratorizado, equipado com
filtros malha 100 e pontas de pulverizacdo da marca Teejet modelo TT11002-VP, com vazao
de 200 L ha. Nas aplicaces B e D foi utilizado equipamento costal de pressdo continua
(pressurizado por CO2), equipado com pontas de pulverizagdo da marca Magno modelo
AD11002D, com vazdo de 200 L ha, realizadas no inicio da noite (sem incidéncia de raios
solares) visando a maior viabilidade do agente bioldgico Penicillium sp. Na Tabela 6 consta os

dados climaticos coletados no momento das aplicagdes.
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Tabela 6: Dados climéticos coletados no momento das aplicacGes do ensaio a campo.

Data Aplic. Estadio Temperatura % umi_dade Vento Hora
cultura ar (°C) relativa (km h') aplicacéo
10-jan-19 A V8 - V9 27,4 68,8 4,7 12:45 as 12:55
24-jan-19 B R3 23,3 79,6 3,1 20:40 as 21:15
05-fev-19 < R5.2 16,1 91,0 8,9 8:20 as 8:30
19-fev-19 D R5.4 20,5 88,5 3,2 20:00 as 20:30

As parcelas do ensaio foram compostas por quatro repeticdes de 10 m? cada
(cinco linhas, espacadas em 50 cm e com quatro metros de comprimento), tendo 4,5 m? de area
atil (trés linhas centrais com trés metros), restante da area foi considera bordadura (linhas
laterais e 50 cm no inicio e final da parcela), portanto area total utilizada pelo ensaio foi de
360 m2. Conduzido em delineamento de blocos totalmente aleatorizados. Na Tabela 7 esta

representado os tratos culturais utilizados no ensaio a campo.

Tabela 7: Tratos culturais utilizados no ensaio a campo.

Data Trato cultural Produto? Dose ha'
cultura anterior aveia preta

03-nov-18 dessecacdo Roundup Transorb (Ef © Heat® + 20L+509g+0,8L
Avatar

13-nov-18 trat. sementes Standak® Top 0,1L

13-nov-18 semeadura BS 2606 Ipro

20-nov-18 emergéncia 320.000 plantas

06-dez-18 poOs-emergente Roundup Transorb F.{®®+ Vezir® 100 20L+05L+0,5L
+ Assist

06-dez-18 inseticida Pirate® 08L

02-jan-19  pos-emergente Roundup Transorb R® 15L

02-jan-19 inseticida Pirate® 08L

21-jan-19 inseticida Engeo Pleno® + Pirate® 0,25L +0,8L

1Roundup TransorbR® (0,588 kg L™ de glifosato sal de potassio); Heat® (0,7 kg kg™ de saflufenacil); Avatar® (0,15 kg L™ de
indoxacarbe); Standak® Top (0,025 kg L™ de piraclostrobina + 0,225 kg L™ de tiofanato-metilico + 0,25 kg L™ de fipronil);
Vezir® 100 (0,106 kg L* de imazetapir); Assist® (0,756 kg L™ de 6leo mineral); e Engeo Pleno® (0,141 kg L* de tiametoxam
+ 0,106 kg L™ de lambda-cialotrina).



31

=" ", Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP
188 Criada pela Lei Estadual n® 15.300/06 — Autorizada pelo Decreto Estadual n® 3909/08

CAMPUS LuIZ MENEGHEL
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE MESTRADO EM AGRONOMIA
BR 369 km 54 (43) 3542-8053

No ensaio foi realizado um total de seis avaliagcdes as quais consistiram na
verificacdo da % de severidade da FAS de forma visual, conforme escala diagramatica para
avaliagéo de P. pachyrhizi (GODOY et al., 2006), sendo: primeira no momento da aplicagdo C;
segunda oito dias ap6s aplicacdo C; terceira no momento da aplicacdo D; quarta sete dias apds
a aplicacdo D; quinta 14 dias apds a aplicacdo D; e sexta 21 dias apds a aplicacéo D.

Com base nos valores encontrados nas seis avaliagdes, foi calculada a area

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para representacdo dos dados.
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4. RESULTADO E DISCUSSOES

O teste de Hartley apontou a homocedasticidade das variancias e Shapiro-
Wilk confirmou a normalidade dos dados, para todas as variaveis estudadas. Portanto, nao foi
necessaria a transformacdo dos valores para aplicacdo da analise de variancia nos dados

resultantes dos ensaios realizados.

4.1. TESTE DE GERMINACAO EM PLACA

Com o objetivo de identificar se havia diferenca entre os métodos de preparo
Suspencdo de esporos, S, SF e SFA do Penicillium sp., os dados de % de esporos de
P. pachyrhizi germinados dos ensaios em placa de Petri e em placa 48 pogos para as diferentes

diluicdes foram agrupados formando médias por método de aplicacdo. (Tabela 8).

Tabela 8: Porcentagem de esporos de P. pachyrhizi germinados nos testes de germinacdo em
placa de Petri e em placa de 48 pocos sob diferentes métodos de preparo do
Penicillium sp.

Placa de Placa 48 Placa 48 Meédia ensaios

Tratamentos Petri pocos (1)  pocos (2) placa
AACPD

1 Testemunha 26,0 at 21,3 a 12,7 a 199 a
2 Suspensao de esporos 159 b 21,2 b 6,8 e 146 b
3-6 S2 155 b 179 c 10,7 b 14,7 b
7-10 SF 10,7 ¢ 149 c 79 d 111 c
11-14 SFA* 95 ¢ 14,3 d 8,7 c 10,8 ¢
15 Status® 0,5 d 0,1e 0,2 f 0,3 d
Coeficiente de variacdo (%) 17,8 2,6 7,4 8,4

1 Médias seguidas com a mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);
2 S: sobrenadante;

% SF: sobrenadante filtrado; e

4 SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado.
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Ao se analisar a porcentagem de esporos germinados, na média dos trés
ensaios em placa realizados, o tratamento com Status® foi estatisticamente superior aos demais,
confirmando as expectativas para um produto quimico ja registrado que atua principalmente na
germinacdo dos esporos de P. pachyrhizi e suportando as afirmacgdes de Juliatti et al. (2017)
para seu uso no manejo da doenca. J& para os diferentes métodos de preparo do Penicillium sp.
observou-se igualdade entre SF e SFA, sendo esses superiores a S que foi igual a Suspenséo de
esporos e que por sua vez foi estatisticamente superior a testemunha (Tabela 8). A reducdo na
germinacdo dos esporos nos tratamentos Suspensao de esporos, S, SF e SFA sugere, portanto,
uso potencial do Penicillium sp. para inibicdo de germinagdo de esporos de P. pachyrhizi de
forma direta, independentemente do método de preparo (suspensdo de esporos ou diferentes
sobrenadantes) em condic¢des in vitro.

Para comparacdo da % de controle entre os tratamentos, foi utilizado apenas
a diluicdo de 1:10 como representante dos metodos de preparo S, SF e SFA do Penicillium sp.,

uma vez que essa foi a diluicdo de melhor desempenho nos diferentes métodos de preparo

testados (Figura 6). % Controle
Ensaios placa

100 -
90
80
70 +

bkt

1x 10e5

0.5:100 ‘

Suspensdo esporos S SF SFA Status

TESTEMUNHA
M Placa de Petri, CV: 1.5 @ Placa 48 pogos (1), CV: 2.1 O Placa 48 pocos (2), CV: 1.9 EMeédia, CV: 2.0

! Médias seguidas com a mesma letra na mesma coloragio de coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Duncan (P > 0,05); S: sobrenadante; SF: sobrenadante filtrado; e SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado.

Figura 6: Porcentagem de controle de P. pachyrhizi nos ensaios em placa.
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O tratamento com Status® foi estatisticamente superior a todos os demais
testados, chegando a niveis muito proximos a 100% nos trés ensaios realizados. A alta inibicdo
da germinacéo dos esporos de P. pachyrhizi provavelmente foi alcancada em funcdo de uma
possivel potencializacdo do produto em funcdo do contato direto com os esporos nas placas de
pocos fundos. Contudo, ao se analisar os diferentes métodos de preparo do Penicillium sp.
observou-se respostas variadas entre o0s ensaios realizados, onde: Ensaio em placa de Petri, o
tratamento com SFA foi superior a SF que foi superior a S e esse a Suspensédo de esporos, todos
os tratamentos foram superiores em relacdo a testemunha; Ensaio em placa 48 pocos (1), 0s
tratamentos SFA, SF e S se destacaram, sendo estes superiores a Suspencado de esporos e a
testemunha; e para o Ensaio em placa 48 pocos (2): houve uma inversdo onde o tratamento da
Suspencéo de esporos foi estatisticamente superior aos demais, seguido pelo tratamento SF que
foi superior ao SFA que por sua vez foi superior ao S sendo esse Ultimo superior a testemunha.
Possivelmente essa alteracdo no perfil de resposta aos tratamentos se deva a variacdo natural do
nivel de controle proporcionado pelo Penicillium sp. e a diferenca na viabilidade apresentada
pelos esporos utilizados de P. pachyrhizi nos trés ensaios. No Ensaio em placa de Petri tivemos
26,0% de esporos germinados na testemunha, 21,3% no Ensaio em placa 48 pocos (1) e 12,7%
no Ensaio em placa 48 pogos (2). Dessa forma a analise da média dos trés ensaios em placa
apresentou resultados mais consistentes, onde verificamos que o tratamento SFA foi
estatisticamente superior ao SF com niveis de controle de 47,2% e 44,0%, respectivamente,
sendo esses superiores ao tratamento S que foi superior a Suspensdo de esporos. Todos 0s
diferentes métodos de preparo do Penicillium sp. foram superiores a testemunha (Figura 6).

Uma vez que os sobrenadantes do Penicillium sp. apresentaram resultados
médios superiores a utilizacdo da Suspensdo de esporos, podemos sugerir que provavelmente o
efeito sobre os esporos de P. pachyrhizi tenha se dado de forma mais ativa, nos ensaios em
placa, pelas substancias/metabolitos produzidos no processo descrito anteriormente na Figura
5, se aproximando ao relato feito por De Cal et al. (1988) de antibioticos produzidos pela espécie
Penicillium frequentans serem ativos contra a germinacdo de esporos de Monilinia laxa,
atuando no crescimento do tubo germinativo, sugerindo antibiose como mecanismo de atuacao.

Outro ponto importante a ser considerado para analise dos resultados € que 0s

tratamentos SF e SFA passaram por um filtro em membrana PES de 0,22 um que teria retirado



35

=", Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP

; & ;‘ @ Criada pela Lei Estadual n® 15.300/06 — Autorizada pelo Decreto Estadual n® 3909/08

CAMPUS LuIZ MENEGHEL
5 CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

p g PROGRAMA DE MESTRADO EM AGRONOMIA
BR 369 kv 54 (43) 3542-8053

todas as estruturas remanescentes da centrifugacgéo e coleta do sobrenadante do Penicillium sp.
(esporos e hifas). Assim como, o tratamento com SFA, por ter sido autoclavado, teria
esterilizado o sobrenadante eliminando possiveis partes vivas remanescentes do Penicillium sp.
ou outros organismos presentes, além de degradar as proteinas produzidas no processo pela

desnaturacao.

4.2. ENSAIO EM FOLHAS DESTACADAS CULTIVADAS EM PLACAS DE PETRI

Em ambos os ensaios de folhas de soja destacadas e cultivadas em placas de
Petri ndo houve desenvolvimento de sintomas de P. pachyrhizi no tratamento utilizado como
“falso inoculado”, confirmando a auséncia de FAS nas folhas coletadas para utilizacédo, o que
garantiu homogeneidade de condicGes de inoculo para todos os tratamentos.

Para interpretacdo dos resultados de AACPD dos ensaios em folhas
destacadas, as diluicdes foram agrupadas para formar uma média dos métodos de preparo do
Penicillium sp.: S, SF e SFA (Tabela 9).

Ao se interpretar os resultados obtidos para AACPD da media dos dois
ensaios de folhas destacadas, novamente o tratamento com Status® se destacou e foi
estatisticamente superior aos demais, mantendo a tendéncia dos ensaios em placa. Porém os
dados para os diferentes métodos de preparo do Penicillium sp. demostraram que o tratamento
SF apresentou superioridade estatistica em relacdo a SFA que por sua vez foi superior aos
tratamentos S e Suspensao de esporos, sendo esses iguais e superiores a testemunha (Tabela 9).
Repetindo dessa maneira o potencial de uso para controle biolégico do Penicillium sp.,
independentemente do método utilizado, reduzindo a AACPD da FAS em condi¢es de cultivo

de folhas destacadas in vitro.
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Tabela 9: AACPD de P. pachyrhizi em folhas destacadas de plantas de soja (Glycine max) da
cultivar M 5917 lpro, cultivadas em placas de Petri.

Folhas Folhas Média ensaios
Tratamentos destacadas (1) destacadas (2) folha destacadas
AACPD

1 Testemunha 1.501 a' 435 a 968 a
2 Suspensao esporos 963 ¢ 375 b 669 b
3-6 s? 1.053 b 323 ¢ 688 b
7-10 SF® 800 e 321 ¢ 560 d
11-14 SFA* 915 d 361 b 638 c
15 Status® 42 f 27 d 34 e
Blocos ns® ns ns
Coeficiente de variacao (%) 3,6 6,8 3,3

1 Médias seguidas com a mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);
2 S: sobrenadante;

3 SF: sobrenadante filtrado;

4 SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado; e

5 ns: ndo significativo.

Essa capacidade de inibicao das lesdes de P. pachyrhizi em folhas destacadas
de soja pode estar ligada a producédo de alguma substancia/metabdlito que tenha sido capaz de
resistir ao processo de filtragem e autoclavagem e que possa, por exemplo, atuar sobre a parede
celular do patégeno, como descrito por Reetha et al. (2014) para o género Penicillium spp.,
novamente indicando atuacdo por antibiose.

Para comparacdo da % de controle, foi utilizada apenas a diluicdo de 1:10
como representante dos métodos de preparo S, SF e SFA do Penicillium sp. (Figura 7).

Assim como nos ensaios em placa, o tratamento com Status® demostrou
resultados 6timos de controle, proximos a 95%, nos dois ensaios com folhas destacadas, sendo
superior estatisticamente a todos 0s demais tratamentos utilizados. Esses resultados novamente
confirmam o potencial de uso do controle quimico de um produto considerado protetor com
acdo multissitio quando as condicdes de uso sdo excelentes em relacdo a aplicacdo preventiva

e contato direto do produto com os esporos da P. pachyrhizi.
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M Folhas destacada (1), CV: 2.0 B Folhas destacada (2), CV: 2.3 E Média, CV: 2.5

! Médias seguidas com a mesma letra na mesma coloragéo de coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Duncan (P > 0,05);

S: sobrenadante;

SF: sobrenadante filtrado; e

SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado.

Figura 7: Porcentagem de controle de P. pachyrhizi em folhas destacadas de plantas de soja
(Glycine max) da cultivar M 5917 Ipro.

Os metodos de preparo do Penicillium sp. apresentaram mais uma vez
diferencas de resultados entre os dois ensaios realizados, onde Ensaio (1) o tratamento com SFA
foi estatisticamente igual ao SF, sendo esses superiores a Suspensédo de esporos que foi superior
ao S que por sua vez foi superior a testemunha. Ja no Ensaio (2) o tratamento com S se destacou,
sendo ainda o SF superior ao SFA, e este superior a Suspencao de esporos que foi superior a
testemunha. Essas respostas sdo explicadas pela variacdo natural do nivel de controle
proporcionado pelo Penicillium sp. e a diferenca de infeccdo das folhas por P. pachyrhizi
encontrados nos dois ensaios. 1sso demonstrado pelo ensaio (1) ter um menor nivel de infeccao
nas folhas, onde as avaliacbes foram realizadas através da contagem do nimero de lesbes e 0
ensaio (2) ter apresentado um alto nivel de infeccdo, o que possibilitou realizar as avaliacdes

através do uso da escala de % de severidade da FAS conforme escala diagramatica proposta por
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Godoy et al. (2006). Com isso, novamente a analise da média dos dois ensaios com folhas
destacadas apresentou resultados com maior confiabilidade, onde foi verificado que o
tratamento SF foi estatisticamente igual ao S e superior aos demais métodos de preparo do
Penicillium sp., também tivemos S igual ao SFA, sendo esse superior a Suspensao de esporos
e todos superiores a testemunha (Figura 7).

Em conformidade com os ensaios em placa, os diferentes tratamentos com
Penicillium sp., em seus diferentes métodos, apresentaram resultados significativamente
superior a testemunha, com média de controle de P. pachyrhizi em folhas destacadas na ordem
de 31%, o que vem ao encontro com Nicoletti et al. (2007) que cita a identificacdo de espécies
de Penicillium e sua comprovada atividade biolégica no controle de patégenos.

Durante as avaliacfes dos ensaios foi possivel visualizar o desenvolvimento
do Penicilliumsp. sobre lesbes de P.pachyrhizi impedindo sua esporulacdo e
consequentemente reduzindo sua taxa de progressdo, principalmente nos tratamentos com

Suspenséo de esporos e Sobrenadante (Figura 8).

Figura 8: Lesdes de P. pachyrhizi micoparasitadas por Penicillium sp. encontradas no ensaio
com folhas destacadas (1) (Fonte: Zeny, E.P., 2019).

Com isso podemos também sugerir que ocorram interagdes micoparasiticas
entre o Penicillium sp. e P. pachyrhizi, similar ao relatado de outros trés agentes: Verticillium
psalliotae que formou estruturas semelhantes a apressorios em possiveis locais de infecgdo em
urederosporos de P. pachyrhizi, relatado por Saksirirat e Hoppe (1990) e Zare e Gams (2001);
S. lanosoniveum que foi encontrado em urédias de P. pachyrhizi e reduziu significativamente o

desenvolvimento da ferrugem-asiatica a campo, observado por Ward et al. (2011) e Ward et al.
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(2012); e Trichothecium rosae que ao colonizar ureddsporos de P. pachyrhizi causou sua

retragéo, descrito por Kumar e Jha (2002).

4.3. ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

Primeiramente deve-se ressaltar que esse ensaio foi conduzido sobre
condicBes de baixa pressdo de inoculo de FAS, atingindo em média cerca de 21 lesdes por
trifélio da soja na ultima avaliacdo realizada. Esse cenario se deve ao isolamento das plantas
em casa de vegetacao, no intuito de garantir a aplicacao preventiva dos tratamentos, e auséncia
de esporos de FAS para infeccdo natural do patdégeno. Sendo a unica fonte de P. pachyrhizi a
realizacdo de inoculacdo na concentragdo de 1.10° esporos.mL™? no momento da primeira
aplicacdo dos tratamentos, como descrito no Item 3.3.

Para interpretacéo dos resultados de AACPD do ensaio em casa de vegetacéo,
as diluicdes foram agrupadas para formar uma média dos métodos de preparo S, SF e SFA do

Penicillium sp. (Tabela 10).

Tabela 10: AACPD de P. pachyrhizi em folhas de soja (Glycine max) da cultivar M 5917 Ipro,
cultivadas em casa de vegetacao.

Tratamentos AACPD
1 Testemunha 1.065 al
2 Suspenséo esporos 789 e
3-6 S2 869 d
7-10 SPF 964 b
11-14 SFA? 939 ¢
15 Status® 763 f
Blocos significativo
Coeficiente de variacdo (%) 1,9

1 Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);
2 S: sobrenadante;

% SF: sobrenadante filtrado; e

4 SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado.
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A avaliagéo do resultado da AACPD do ensaio conduzido com plantas de soja
da cultivar M 5917 Ipro em casa de vegetacdo demostrou, em conformidade com 0s ensaios
anteriores, que o tratamento com Status® foi estatisticamente superior aos demais, porém muito
préximo numericamente ao tratamento com Suspensdo de esporos de Penicillium sp. Em
relacéo apenas aos diferentes métodos de preparo do Penicillium sp., foi possivel verificar que
0 tratamento com Suspensao de esporos foi superior ao S, este superior ao SFA, gque por sua
vez foi superior ao SF, sendo todos superiores a testemunha (Tabela 10).

Essa aproximagdo do resultado da AACPD do tratamento utilizando a
Suspensdo de esporos de Penicillium sp. em relagdo ao tratamento quimico com Status®,
demostra que nas condic¢6es e metodologia que foi conduzido o ensaio em casa de vegetagéo o
controle bioldgico atuou de forma estavel e proximo aos resultados anteriormente descritos,
contudo o tratamento quimico com Status® teve uma reducdo em sua efetividade. O que ja era
esperado e se aproxima das respostas atualmente encontradas em areas comercias com esse
produto, devido a necessidade de contato direto do i.a. com o esporo da P. pachyrhizi para inibir
seu desenvolvimento de forma preventiva, 0 que nem sempre é possivel pelas limitaces
impostas pela estrutura da planta e tecnologia de aplicacdo empregada.

Para comparagdo da % de controle, foi utilizado apenas a diluicdo de 1:10
como representante dos métodos de preparo S, SF e SFA do Penicillium sp. (Figura 9).

Diferentemente dos ensaios citados anteriormente, o tratamento com Status®
foi estatisticamente e numericamente igual Suspensédo de esporos do Penicillium sp., com nivel
de controle da FAS de 25%, ambos superiores ao SFA, que foi superior ao S, que por sua vez

foi superior ao SF (Figura 9).
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! Médias seguidas com a mesma letra néo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);
S: sobrenadante;

SF: sobrenadante filtrado; e

SFA: sobrenadante filtrado e autoclavado.

Figura 9: Porcentagem de controle de P. pachyrhizi em folhas de soja (Glycine max) da cultivar
M 5917 Ipro, cultivadas em casa de vegetacao.

A alternancia de resultados encontrados entre os diferentes métodos de
preparo do Penicillium sp., nos diferentes ensaios ja descritos, indicam que 0 mesmo possuli
mais de um mecanismo de atuacdo sobre a FAS e todos interagem entre si de forma conjunta,
em conformidade com as colocagdes de Hossain et al. (2017) que cita os fungos fitopatogénicos
enddfitos podendo possuir uma combinacdo de mecanismos como por exemplo: interacfes
diretas por micoparasitismo, competicdo, antibiose por meio da producdo de metabdlitos
secundarios; e interacdes indiretas mais complexas entre fungos micopatogénicos e patdgenos
causadores de doencas mediadas por sua planta hospedeira mutua (por exemplo, estimulacao
de metabdlitos secundarios de plantas, promocdo de crescimento das plantas e inducdo de

resisténcia sistémica).
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4.4. ENSAIO A CAMPO

Diferentemente do ensaio em casa de vegetacdo, 0 ensaio conduzido em
condicbes de campo apresentou condicOes de alta pressdo de indculo de FAS, atingindo em
média 94% de severidade na testemunha na ultima avaliacdo realizada. Isso ocorreu pelas
condigBes climaticas impostas na safra 2018/2019 estarem favoraveis a P. pachyrhizi,
principalmente umidade e temperatura ideais para infec¢éo, garantindo constante re-inoculacéo

natural pela altissima presenca de esporos no ar.
Para interpretacdo dos resultados de AACPD do ensaio a campo, as diluicdes

foram agrupadas para formar uma média dos metodos de preparo S, SF e SFA do Penicillium

sp. (Tabela 11).

Tabela 11: AACPD de P. pachyrhizi em de plantas de soja (Glycine max) da cultivar BS 2606
Ipro, cultivadas a campo.

Tratamentos AACPD
1 Testemunha 1.055 a'
2 Suspenséo esporos 899 ¢
4-6 s? 952 b
8-10 SPF 939 b
15 Status® 692 d
Blocos ns
Coeficiente de variacao (%) 2,4

! Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);
2 S: Sobrenadante; e

3 SF: Sobrenadante filtrado.

A avaliacdo do resultado da AACPD do ensaio conduzido com plantas de soja
da cultivar BS 2606 lpro a campo demostrou, novamente, que o tratamento com Status® foi
estatisticamente superior aos demais. Contudo, mais uma vez proximo numericamente ao
tratamento com Suspensdo de esporos de Penicillium sp., repetindo a tendéncia encontrada no
ensaio descrito anteriormente conduzido em casa de vegetacdo. Ao se comparar apenas 0S

diferentes métodos de preparo do Penicillium sp., foi possivel verificar que o tratamento com
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Suspensdo de esporos foi estatisticamente superior aos demais, onde S foi igual a SF, que por

sua vez foram superiores a testemunha (Tabela 11).
Os melhores resultados com a utilizagdo da Suspensdo de esporos de

Penicillium sp., se aproximando do resultado da AACPD do tratamento quimico com Status®,
indica que em condicBes de campo essa forma de uso do Penicillium sp. possa ter contribuido
de forma mais eficiente uma vez que nesse experimento a alta pressdo de indculo gerou um

grande numero de lesdes de P. pachyrhizi para serem micoparasitadas, como observado no

ensaio a campo na Figura 10.
Para comparagdo da % de controle, foi utilizado apenas a diluicdo de 1:10

como representante dos métodos de preparo S e SF do Penicillium sp. (Figura 10).

% Controle
Campo (cv: 4.3)

100
Q0 r
80 r
70
60 r
50
40
30
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dl

0.5:100

1x 10e5

Status

TESTEMUNHA Suspensdo esporos

1 Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P > 0,05);

S: sobrenadante; e
SF: sobrenadante filtrado.

Figura 10: Porcentagem de controle de P. pachyrhizi em plantas de soja (Glycine max) da
cultivar BS 2606 Ipro, cultivadas a campo.

Os resultados de % de controle a campo demostraram que o tratamento com
Status® foi estatisticamente superior a todos os demais com nivel de controle da FAS de 34%,

0 que se encontra dentro do esperado para esse produto em condicGes de alta presséo de FAS.
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Ja para os diferentes métodos de preparo do Penicillium sp. o tratamento com SF foi superior a
Suspensédo de esporos e igual ao S, assim como S foi igual a Suspensé@o de esporos e todos
superiores a testemunha. Contudo, mesmo com diferencas estatisticas, os valores numéricos de
controle se encontram muito préximos 16,1%; 15,3% e 14,8% para SF, S e Suspensdo de
esporos, respectivamente (Figura 10).

Isso demostrou, que mesmo em condigdes de alta pressdo de FAS a campo,
houve potencial consideravel de uso do Penicillium sp. como agente de controle biologico de
P. pachyrhizi como um biofungicida, em linha com as colocagdes de Larena et al. (2018) que
citaram a necessidade crescente de um agente com essas caracteristicas para suportar 0 novo

sistema de producdo agricola.

4.5. ANALISE DAS DILUICOES DOS SOBRENADANTES

Para andlise de resposta das diluicdes foi estabelecida uma regressao
logaritmica, onde se agrupou os dados dos diferentes metodos de preparo do Penicillium sp. (S,
SF e SFA), gerando uma média das dilui¢bes 1:5, 1:10, 1:100 e 1:1000 de quatro ensaios [Placa
48 pocos (2); Folhas destacadas (1) e (2); e Casa de vegetacdo] (Figura 11).

Com base nos resultados obtidos observou-se uma resposta linear crescente a
maior concentracdo do sobrenadante de Penicillium sp. na dilui¢cdo. Dessa forma, a melhor
diluicdo testada para uso foi a de 1:5 que apresentou um resultado de controle de P. pachyrhizi,
na média dos quatro ensaios analisados, a nivel de 38,4%. Contudo, é possivel afirmar que
diluices ainda mais concentradas possam apresentar resultados superiores de controle.

Esses dados caracterizam o Penicillium sp. como possivel agente de controle
bioldgico para FAS, uma vez que se encontra em conformidade com as caracteristicas de
reducdo de in6culo conceituadas por Cook e Baker (1983); Bettiol, (1991), citados por Bettiol
e Morandi (2009).
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Figura 11: Porcentagem de controle de P. pachyrhizi pela aplicacdo das diluicdes do
Penicillium sp., média de 4 ensaios.

4.6. CONSIDERACOES GERAIS DOS ENSAIOS

Ap0ds analise de todos os ensaios realizados para verificacdo do potencial de
controle bioldgico para FAS pelo fungo Penicillium sp., é possivel afirmar que o mesmo
demostrou capacidade de controle relevantes, mesmo se tratando de métodos de preparo simples
sem desenvolvimento de formulages especificas, o que pode vir a potencializar ainda mais 0s
resultados alcangados. Outro ponto relevante foram as diferencas demostradas para uso da
suspensdo de esporos ou sobrenadantes (S, SF e SFA), onde foi possivel verificar que para acdo
direta sobre a germinacdo de esporos de P. pachyrhizi os tratamentos com SF e SFA se
destacaram, provavelmente pela acdo das substancias/metaboélitos produzidos durante o
processo descrito na Figura 5. J& para condicdes de inibicdo de lesbes de P. pachyrhizi, no
ensaio em casa de vegetacdo e a campo, 0s tratamentos com Suspensdo de esporos e S
melhoraram em desempenho, inclusive se aproximando do tratamento com Status® em alguns

casos, indicando interacGes micoparasiticas entre o Penicillium sp. e P. pachyrhizi.



46

~ ., Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP

&

®)
A, P,
(]
@

; 44 Criada pela Lei Estadual n® 15.300/06 — Autorizada pelo Decreto Estadual n® 3909/08

CAMPUS LuIZ MENEGHEL
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE MESTRADO EM AGRONOMIA
BR 369 km 54 (43) 3542-8053

Visto que no campo durante a safra de soja as condic¢des encontradas sao de
constante inoculagcdo de esporos da P. pachyrhizi presentes no ar, a maior possibilidade de
sucesso de controle seria com um agente de acdo conjunta que atuasse de forma preventiva
sobre a germinacao de esporos e também sobre a inibicdo de lesdes iniciais ou até mesmo jaem
esporulacdo, o que reduziria a taxa de progresso da FAS e consequentemente seus danos a
cultura. Seguindo esse raciocinio, a utilizacdo do sobrenadante centrifugado acrescido com
nova carga de esporos do Penicillium sp., seria uma boa opcéo para novos estudos a campo,
assim como o desenvolvimento de uma formulagéo para estabilizar e proteger os esporos e as
substancias/metabolitos produzidos no processo de crescimento do meio de cultivo das
condicdes ambientais. Outro ponto a ser verificado, seria a identificacdo das
substancias/metabdlitos envolvidos no processo para melhor descricdo da forma de atuacao
sobre a P.pachyrhizi e talvez trabalhar na possibilidade de maior concentracdo ou
potencializagdo dos mesmos.

Devido ao historico e desafio atual imposto pela FAS para a utilizacdo apenas
de controle quimico (varios casos de mutacdes descritas no Item 2.2.1), baixa resposta com
resisténcia genética pela cultura da soja (relatados no Item 2.2.2) e necessidade de imposicéo
de vazio sanitario para reduzir inéculo inicial (informagfes Item 2.2.3), ndo se espera que 0
controle bioldgico de P. pachyrhizi com Penicillium sp. atinja altos niveis de controle de forma
isolada, mas sim faca parte de uma estratégia de manejo que continue viabilizando o cultivo de

soja juntamente com as demais ferramentas ja utilizadas pelos produtores.
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5. CONCLUSOES

O fungo Penicillium sp. se mostrou um potencial agente para uso no controle
bioldgico da FAS, em alguns casos se aproximando do controle obtido com o produto quimico

a base de oxicloreto de cobre (ensaio conduzido em casa de vegetacao).
Todas as diferentes formas de utilizagdo (suspensdo de esporos ou

sobrenadantes) apresentaram potencial de uso. Contudo, nos ensaios de germinacao de esporos
de P. pachyrhizi conduzidos em placas os melhores resultados foram com SF e SFA, ja os

ensaios em folhas destacadas, casa de vegetacdo e a campo indicaram a Suspensdo de esporos

e S como as opgdes mais viaveis.
A curva de resposta de dose apontou a diluicdo de 1:5 como sendo mais

efetiva.
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APENDICE A

TESTE DE GERMINACAO EM PLACA 48 POCOS (2)

Imagens da contagem do nimero de esporos germinados de P. pachyrhizi, utilizando se
microscopio invertido com camera fotografica (aumento de 100x) ap6s over-night.

Sobrenadante D 1:1000 Sobrenadante filtrado D 1:10
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Sobrenadante filtrado D 1:100

D 1:10 D 1:100

Sobrenadante filtrado e autoclavado ® _
D 1:1000 Status™ — 0,5:100



60
APENDICE B

ENSAIO EM FOLHAS DESTACADAS CULTIVADAS EM PLACAS DE PETRI (2)

Imagens das folhas destacadas 15 dias apds aplica¢do dos tratamentos e inoculagdo de
P. pachyrhizi.

Testemunha

Sobrenadante D 1:5
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Sobrenadante D 1:10

Sobrenadante D 1:100

Sobrenadante D 1:1000
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Sobrenadante filtrado
D 1:5

Sobrenadante filtrado
D 1:10

Sobrenadante filtrado
D 1:100
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Sobrenadante filtrado
D 1:1000

Sobrenadante filtrado e
autoclavado — D 1:5

Sobrenadante filtrado e
autoclavado — D 1:10
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Sobrenadante filtrado e
autoclavado — D 1:100

Sobrenadante filtrado e
autoclavado — D 1:1000

Status® — 0,5:100



“Falso inoculado”
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APENDICE C

ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

Imagens folhas das plantas de soja 36 dias apds estabelecimento do experimento.

Testemunha Suspensao de esporos
Sobrenadante - D 1:5 Sobrenadante - D 1:10

Sobrenadante - D 1:100 Sobrenadante - D 1:1000
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Sobrenadante filtrado e autoclavado - D Sobrenadante filtrado e autoclavado - D
1:100 1:1000

Status® — 0,5:100
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ANEXO A
ANALISES ESTATISTICAS

1. Teste de germinacéo em placa de Petri: % esporos germinados

Tratamenta Repeticio 1 Repetico 2 Repeticio 3 Repeticio 4 Repeticio & hédia

Trat. 01 21.20 26,36 27,63 26.26 2639 25,965
Trat. 02 1241 1650 15,08 17.88 1664 15,904
Trat. 03 16,38 1367 14,81 14,67 15,06 15,478
Trat. 04 12.25 9.08 8.27 8,97 1482 10,674
Trat. 05 8,49 E.B9 1178 8,28 12.07 9.458
Trat. 06 015 0.30 1.54 0,25 0,10 0.468
Causa davariagio G.L 5.0 QM F F(5%) F(1%)
Tratarmentos 5 1706.74605666667 | 357.749371333333 | 67.0406319726752 | 2,62065175701643 |3,09505506362561 | significativo (1%4)
Fesiduo 24 126.07136 5,33630666666067

Total 24 1916,61821666667

CV 17.78%

 Tratarmento  hiadia Fepeticies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 25,968 5 a a a

Trat 02 16,4904 5 b b b

Trat 03 16,478 5 b b b

Trat. 04 10,674 5 c c [~

Trat. 05 9,458 5 c c [=

Trat. 06 0,468 5 d d d

2. Teste de germinacéo em placa 48 pocos (1): % esporos germinados

Tratamento Fepeticéo 1 Fiepeticiio 2 Fiepeticiio 3 Fepeticio 4 Fepeticéo & Meédia
Trat. 01 2172 21,66 20,58 21,15 20.98 21,274
Trat. 02 20,99 21,12 20,76 21,86 21.01 21,148
Trat 03 17.73 17.65 17.78 18,25 1812 17906
Trat. 04 1469 18,01 1458 16,54 1451 14,866
Trat. 05 1438 1468 1419 13,34 14,66 14.26
Trat. 06 0,45 010 0.00 0,05 0,05 013
Causa davariagio GL S.G. QM F F(5%) F{1%)
Tratamentos 5 1636,29714666667 | 307.259429333333 | 2073,71860384023 | 262065175701643 | 389505536362561 | significativa (1%)
Residug 24 3.85604 0.148168333333333

Total 24 1539,05318666667

CW. 258%

Tratamento Média Repeticies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 21.274 5 a a a

Trat. 02 21148 5 a a a

Trat. 03 17.906 5 b ] b

Trat. 04 14,666 5 c [= c

Trat. 05 14.26 5 d C d

Trat. 06 013 5 ) d )

3. Teste de germinacéo em placa 48 pocos (2): % esporos germinados

 Tratamento Repeticio 1 Fiepeticiio 2 Fiepeticéo 3 Fepeticéo 4 Fepeticio & Media
Trat. 01 1250 1339 13,37 1168 12,83 12734
Trat. 02 8,45 6,14 6,56 6,77 5,28 E.34
Trat. 03 1061 10,41 10,59 1082 1114 10714
Trat. 04 .20 8,38 785 6,01 716 .86
Trat. 05 8,78 8.29 9.08 8,43 .98 8712
Trat. 06 0,95 0.05 0.05 0,05 0,05 023
Causa davariagio GL 5.0 QM. F F(5%) Fi1%)
Tratamentos 5 468, 417896666667 | 91,0835793333333 | 271,145652975807 | 2 62065175701643 | 3.89508586362561 | significativo (1%)
Residuo 24 813292 0.3388716A6EREEE?

Total 249 467.650816666667

CW. 7.42%

Tratamento hédia Repeticties Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 12,734 5 a a a

Trat. 03 10714 5 b b b

Trat. 05 8712 5 c c [=

Trat. 04 786 5 d cd d

Trat. 02 684 5 B d e

Trat. 06 0,23 5 f B f




4. Média ensaios em placa: % esporos germinados

hiédia
19,992
14,6498
14,6498
11,136
10,808
0.29

F(1%)

214, 7485467104925 |2 620R5175701643 |3,89505596362561  significativa (1%)

- Tratamento {Repeticio 1 Repeticio 2 Repeticio 3 Repeticio 4 Repeticio b
Trat. 01 19,47 20,80 20.63 21.00 18.08
Trat. 02 1462 1492 13.47 1817 15,31
Trat. 03 14.24 1391 13,98 1425 17.10
Trat. 04 11.72 nez 980 10,84 12,50
Trat. 05 10.88 9.55 11.68 10,03 11.90
Trat. 06 013 015 015 012 0.40
Causa davariagio GL 5.0 [eR] F F(5%)
Tratamentos 5 1088.49053 217.638118

Fiesiduo 24 2432864 1.013735

Total 29 1112,82023

CN. 8,43%

lTratamenlD : Wédia FRepeticties Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 19,952 5 a a a

Trat. 03 14698 5 b b b

Trat. 02 14688 5 b b b

Trat. 04 11,136 5 = [= =

Trat. 05 10,608 5 = [= =

Trat. 06 028 5 d d d

5. Folhas destacadas cu

Itivadas em placas de Petri (1): AACPD

EB\UCM

Tratamenta Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Bloco b

Trat. 01 1475 1557 1499 1454 1521

Trat. 02 994 983 916 99 933

Trat. 03 1096 1063 1070 104 1024

Trat. 04 785 775 639 ral G248

Trat. 05 906 916 946 aa1 928

Trat. 06 47 47 30 58 30

Causa davariagio GL 5.0 CLh. F F(5%)

Blocos 4 2853.53333333333 | 713.303333333333 | 0.700106971464462 | 2.86606235099939
Tratamentos 5 5661000.56666667 | 1132200.11333333 | 1111,12939621642 | 2.71086726676649
Residuo 20 20379 26BEREEEEY | 1018,96333333333

Total 29 BRE4233 36EBRERT

CY.

- Tratarnento Repeticies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 5 a a a

Trat. 03 |3 b b b

Trat. 02 5 C c c

Trat. 05 5 d [= d

Trat. 04 |3 e d e

Trat. 06 |3 f e f

Media
16012
963.4
10534
799.6
9154
424

F1%)
4.430576490927988  ndo significativo
4.102669455068757  significativi (1%)

6. Folhas destacadas cultivadas em placas de Petri (2): AACPD

Media
4354
3754
3228
Jen.z
3606
266

F(1%)

196,583333333333 | 0,451393406862558 2,.06606235099938 | 4,43057680927986 | ndo significativo

103085,953333333 | 236.705314157565 |2 71088726676848 | 4,10266345508757  significativa (1%4)

 Tratamento Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Bloco &
Trat. 01 423 426 468 413 447
Trat. 02 362 403 408 380 354
Trat. 03 318 31 293 381 34z
Trat. 04 323 303 340 308 327
Trat. 05 364 350 342 368 373
Trat. 06 28 26 12 25 42
Causa davariagio GL 5.0 QM F F(5%)
Blocos 4 786,333333333333

Tratamentos 5 515428, 76666EART

Fesidug 20 §710.06B66666667 | 435,503333333333

Total 24 524926, 166666667

CW. E.B0%

- Tratarnento Média Repetiches Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 01 4354 5 a a a

Trat. 02 3754 5 b b b

Trat. 05 3606 5 ] bc b

Trat 03 Jze.s 5 [= c c

Trat 04 Jzn.e 5 [= c c

Trat. 06 26,5 5 d d d



7. Média ensaios folhas destacadas cultivadas em placas de Petri: AACPD

Tratamento EB\UCM Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Bloco & Meédia
Trat. 01 949 991 983 933 984 968
Trat. 02 G485 658 632 0 648 6694
Trat. 03 707 706 681 (174 B&3 G878
Trat. 04 559 539 584 539 577 B596
Trat. 05 G35 633 644 624 BR3 G378
Trat. 06 37 36 23 39 36 34.2
Causa davariacio GL 5.0 CLh. F F(5%) F(1%)
Blocos 4 1179, 46666RE6EE7 | 2940666666667 | 0.7653606210229659 | 2,06606235099939 | 4,43057690927988 | ndo significativa
Tratamentos 5 2354144 470828.8 1206,11937494663 |2 71088726676649 | 4,10266945608757 | significativa (1%2)
Residuo 20 7807.33333333333 | 390,36B6EGRERERT
Total 29 2331308
cv 333% [
LLISIEND s Medis Repeticies Scatiknatt Tukey Duncan
Trat. 01 96 5 a a a
Trat. 03 687.8 5 b b b
Trat 02 669.4 5 b be b
Trat. 05 637.8 5 [ [ [
Trat. 04 BE9.6 5 d d d
Trat. 06 342 5 e = =
8. Casa de vegetacdo: AACPD
Tratamento Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Bloco & hédia
Trat. 01 10491 1089 1085 1078 1033 1065.2
Trat. 02 787 780 795 803 798 7886
Trat. 03 842 868 871 678 885 BEE.8
Trat. 04 967 933 977 999 946 9844
Trat. 05 947 914 942 959 933 939
Trat. 06 765 739 769 783 761 7634
Causa davariagio GL s.Q. QLM F F(5%) F(1%)
Blocos 4 3990,06666666667 | 997,716REREEEEE7 | 3,32442938857111 | 2,86606235099939 | 4,43067690927988 | significativa (5%)
Tratamentos 5 324916 16ERBRBET |B4983 6333333333 216.527905814406 |2 71088726676549 4,10266945508757 | significativo (1%2)
Resicuo 20 6002,33333333333 | 300,116REEEEREET
Tatal 29 334911 36EREREET
CY. 1483%
 Tratarmento Meédia Fepeticiies Scott-Knott Tukey Duncan
Trat 01 10652 5 a a a
Trat. 04 9844 5 h b b
Trat. 05 939 |3 =3 b c
Trat 03 BEE.8 5 d c d
Trat 02 7886 5 e d e
Trat 06 7634 5 f d i
9. Campo: AACPD
 Tratamento Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Meédia
Trat. 01 1039 1056 07z 1055 10565
Trat. 02 908 933 876 8a1 84995
Trat. 03 945 933 987 972 951.75
Trat. 04 965 4939 441 413 9395
Trat. 05 i BG4 707 (3] 632
Causa davariagio GL 5.0 QM F F(5%) F(1%)
Blocos 3 582,95 194,3166666B6EE7 | 0,392110042375731 3,48999000731737 | 5,95049565949804 |n&a significativa
Tratamentos 4 285560.8 71380.2 1440577117105 3.25914205104244 |5.411786R3361546 | significativa (1%6)
Residuo 12 5996,8 495,666666EREEET
Total 19 29209055
CM. 245%
T ratarn ento iMédia Repeticies Scott-Knott Tukey Duncan
Trat. 01 10555 4 & a a
Trat. 03 951.75 4 b b b
Trat. 04 939.5 4 b bc b
Trat. 02 899.5 4 [ C C
Trat. 05 6392 4 d d d
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10. Teste de germinacdo em placa de Petri: % de controle

Causa davariagio G.L 5.0 Q.M. F Fi5%) Fi1%)
Tratamentas 5 24839 916 BHE7, 9832 G273,54417744917 | 2.62065176701643 | 3.895056596362661
Residun 24 17.312 0.721333333333333

Taotal 24 24857 228

CH. 1.60%

Tratarmento IMedia Repeticiies ScotHKnott Tukey Duncan

Trat. 06 98.96 1 a a a

Trat. 05 7912 1] b b b

Trat. 04 64,08 1 [ = [

Trat. 03 60,46 1] d d d

Trat. 02 38.96 1 2 = =}

Trat. 01 0.3 5 f f 1

11. Teste de germinacéo em placa 48 pocos (1): % de controle

Causa davariagio G.L S0 Qb F F{5%) F (1%
Tratamentos 5 30947 662 61685104 12041,8490272373 | 2.62065175701643 | 3,89505596362561
Residuo 24 12,336 0514

Total 24 30954.868

CH. 212%

Tratamento Média Repeticiies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 06 84,72 5 a a 8

Trat. 05 3216 5 b b a]

Trat. 04 3z.0z 5 b b a]

Trat. 03 31.58 5 b b a]

Trat. 02 716 5 [ [= c

Trat. 01 0.28 5 d d d

12. Teste de germinacéo em placa 48 pocos (2): % de controle

Causa davariagio GL S.Q. Q. F F(5%) F(1%)
Tratarnentos 5 28479.643 5695.9286 10284.5535961481  2.62065175701643 | 3.89505596362561
Residuo 24 13,292 0,553833333333333

Total 249 26492935

CW 1.97%

Tratamento fhédia Fepeticiies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 06 100 5 a a a

Trat. 02 47,02 [ b b a]

Trat. 04 35,86 [ [ = c

Trat. 05 30,04 [ d d d

Trat. 03 2112 [ [} 2 El

Trat. 01 0.26 [ f f f

13. Média ensaios em placa: % de controle

Causa davariacio GL 5.0 QM F F (5% F1%)
Tratarmentos 5 26978.0746666067 | 5195,61493333333 | 70591.27563899571 | 262065175701643 | 3.89505596362561
Fesiduo 24 17.684 0,736833333333333

Total 29 25945, 7056666067

CW 1.99%

T ratamento {Media Fepeticies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat 06 99,36 5 & a a

Trat 05 4716 5 =] b b

Trat. 04 4398 5 C [ [

Trat 03 377 5 d d d

Trat. 02 309 5 e e e

Trat 01 0.26 5 f f f
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14. Folhas destacadas cultivadas em placas de Petri (1): % de controle

Causa davariagio GL 5.0, Q.M. F F(5%) F (1%

Blocos 4 1,72533333333333 | 0.431333333333332 0.649516877901867 |2 86606235099939 | 4,43067690927988  ndo significativo
Tratarmentos 5 25372.8154166667 | 507456308333333 | 7641.45526414857 |2.71088726676849 | 4.10266945508757  significativo (134)
Residuo 20 13.281666666EB667 | 0.664083333333334

Total 29 25307.6224166667

CH. 2.02%

Tratamento Média Fepeticiies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat 06 9717 ] a a a

Trat 05 42.02 5 b b b

Trat 04 41.74 5 a] a] a]

Trat 02 3563 5 C C C

Trat 03 2h63 5 d d d

Trat 01 0.32 b e ] ]

15. Folhas destacadas cultivadas em placas de Petri (2): % de controle

Causa davariagio GL S0 QM. F Fi5%) F{1%)

Blocos 4 1.57333333333334 | 0,393333333333334 0.703721374045804 | 2.56606235099939 | 4.43057690927958 n#o significativo
Tratamentos 5 26706.4896666667 | B341.29793333333 | 9556.23437500001 | 2.710887266765849 | 4.10266945508757  significativa (1%5)
Residuo 20 11.1786666666667 | 0,558933333333333

Total 29 26719,24166666E7

CM. 2,29%

Tratamento hédia Fepeticiies Scot-Knott Tukey Duncan

Trat. 06 9349 5 a a a

Trat. 03 39,38 5 b a] a]

Trat. 04 25,44 5 [= c c

Trat. 05 22,54 5 d d d

Trat. 02 1418 5 e e e

Trat. 01 0.26 5 f f f

16. Média ensaios folhas destacadas cultivadas em placas de Petri: % de controle

Causa da variagio GL 5.0, Q.M. F F5%) F1%)

Blocos 4 3.20333333333332  0.800833333333331 |0,965964624266942 2,56606235099939 | 4,43057690927988  ndo significativa
Tratamentos 5 24572,61686666667 | 4974,50373333333 | 6124.47621783559  2.710887266765849 | 4.10266945508757  significativo (1%:)
Residuo 20 16,2446BRBRERERT | 0.812233333333334

Total 29 24891,9666666667

CM 2.47%

Tratamento Repeticties Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 06 95,56 5 a a a

Trat. 04 3316 5 ] b b

Trat. 03 3252 5 a] b bc

Trat. 05 323 5 a] b [=

Trat. 02 24.92 5 o [= d

Trat. 01 0.3 5 d d e

17. Casa de vegetacdo: % de controle

Causa davariagio GL S50 ek ] F F(5%s) F{1%)

Blocos 4 0,795333333333334 | 0,198833333333333 0,309982050906823 | 2,86606235099938 1 4,43057690927988 | ndo significativo
Tratarmentos 5 2524.96966666667 | 504.993933333333 | 707.209019674607 | 2.71000726676049  4.10266945500757 | significativo (134)
Residuo 20 12.62866666REREET  0.641433333333333

Total 24 2538, b93666ERERT

CH. 5.63%

Tratamento IMeédia Fepetictes Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 06 25,64 5 a a a

Trat. 02 252 5 a a a

Trat. 05 16,52 5 b b ]

Trat. 03 136 5 C C C

Trat. 04 .64 5 d d d

Trat. 01 0.26 5 e e ]



18. Campo: % de controle

Causa davariagio GL 5.0 GLM. F Fi5%) F 1%

Blocos 3 4042 1,34733333333333 | 2.7741936483871 | 3.48999000731737  5450495659435804  n&o significativo
Tratamentos 4 235112 578,778 1191.71859986273 | 3,25914205104244 |5,41178663381546 | significativo (1%)
Residun 12 5828 0,43566REREBERERT

Tatal 18 2324982

CH. 4.32%

Tratamento Média Repeticies Scott-Knott Tukey Duncan

Trat. 05 34175 4 a a a

Trat. 04 16,125 4 b h b

Trat. 03 16,275 4 b b bc

Trat. 02 14775 4 b [} [

Trat. 01 0.3 4 C =3 d
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