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RESUMO

PRODUTOS BIOTICOS E ABIOTICOS NO CONTROLE DE MOFO BRANCO NA
CANOLA E MANCHA ANGULAR NO FEIJAO

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o controle do mofo branco na cultura
da canola e mancha angular, na cultura do feijao com o uso de produtos biéticos e
abidticos. Os experimentos foram conduzidos em laboratério, casa de vegetacéo e
campo. Os experimentos a campo, para a cultura do feijdo, foram conduzidos na
safra 2015/2016 na fazenda Capédo da Onca, ja a cultura da canola, os experimentos
foram conduzidos no ano de 2016 em dois locais, Fazenda Capéo da Onca (UEPG)
e Fazenda Limeira, Distrito de Guaragi. Em laboratério foram avaliados IVCM (indice
de velocidade de crescimento), teste da folha destacada e patologia de sementes
para as duas culturas. Em casa de vegetacdo foi avaliado o controle da mancha
angular pelo método de pulverizacdo de esporos, jA o mofo branco, foi avaliado
através do método do palito, além da analise enzimatica. In vitro, verificou-se 100%
de inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum nos tratamentos B. subtillis
(autoclavado e ndo autoclavado), Wert Plus®, na concentragdo de 1000 ppm, e
procimidona na concentracdo de 100 e 1000 ppm. Em folha destacada os
tratamentos procimidona e B. subtillis inibiram 100% o crescimento do fungo no lado
direto e esquerdo da folha. Em casa de vegetacdo os tratamentos com menores
valores de severidade, representada pela area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) foram: procimidona, fosfito de cobre, B. thuringiensis, B. subtillis,
fosfito de manganés, fosfito de potassio, fosfito de cobre, High Roots® e V6®. A maior
atividade das enzimas peroxidase foi observada em plantas tratadas com
acibenzolar-S-metilico, fosfito de cobre e fungicida 48 horas apds inoculacdo do
fungo. Em experimentos de campo, na area experimental do distrito Guaragi, os
menores valores de severidade foram obtidos nas parcelas com fosfito de cobre e
acinezolar S metilico ja na area experimental da UEPG, os tratamentos com menor
severidade foram fungicida procimidona, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum,
A. nodosum, fosfito de manganés e V6®. Sementes colhidas na area experimental do
Guaragi, apresentaram incidéncia de Gonatobotrys sp., Alternatia alternata,
Gliocladium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp.
Sementes provenientes da area experimental da UEPG, apresentaram incidéncia de
A. alternata, Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. Para a
cultura do feijao, o resultado in vitro mostrou que B. subitillis inibiu o crescimento
micelial de P. griseola. Na avaliacdo em folha destacada, somente o B. thuringiensis
apresentou diferenca estatistica entre os lados aplicados, sendo o lado direito com
menor severidade. Em casa de vegetacdo foram observados na folha cotiledonar e
no 1° trifélio maior severidade da doenca; Na folha cotiledonar menor severidade foi
observada nas plantas tratadas com fungicida, A. nodosun, T. asperellum e fosfito
de cobre. No campo, na primeira época de avaliacdo, os tratamentos com melhor
controle da doenga foram o fungicida, A. nodosum, B. thuringiensis e o fertilizante
V6®. Na segunda época nédo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para
produtividade, mas a maior média foi obtida com aplicacdo de fungicida. Sementes
colhidas na primeira época de semadura apresentaram incidéncia de Fusarium sp,
Colletotrichum truncatum e Phomopsis sp. Na segunda época de semeadura, a
presenca de Alternaria alternata e a auséncia de C. truncatum diferiram da primeira.

Palavras-chave: doenca. severidade. controle.



ABSTRACT

BIOTIC AND ABIOTIC PRODUCTS ON WHITE MOFO CONTROL ON CANOLA
AND ANGULAR STAIN ON BEANS

The main objective of this work was to evaluate the control of white mold in the
culture of canola and angular spot in the common bean crop using biotic and abiotic
products. The experiments were conducted in laboratory, greenhouse and field
conditions. The field trials for common bean cultivation were conducted in the
2015/2016 season at Capao da Onca farm, and the canola crop was conducted in
2016 at two locations, Fazenda Capdo da Onca (UEPG) and Fazenda Limeira,
District of Guaragi. In the laboratory were evaluated IVCM (growth rate index), leaf
test and seed pathology for the two cultures. In greenhouse the control of the angular
spot by the method of spraying of spores was evaluated, and the white mold, was
evaluated through the method of the stick, besides the enzymatic analysis. In vitro,
100% inhibition of mycelial growth of S. sclerotiorum was observed in B. subtillis
(autoclaved and non-autoclaved), Wert Plus®, at 1000 ppm concentration, and 100
and 1000 ppm procymidone. The procymidone and B. subtillis treatments inhibited
100% growth of the fungus on the direct and left side of the leaf. In the greenhouse,
treatments with lower values of severity, represented by the area below the disease
progress curve (AUDPC) were: procymidone, copper phosphite, B. thuringiensis, B.
subtillis, manganese phosphite, potassium phosphite, High Roots® and V6®. The
highest activity of the peroxidase enzymes was observed in plants treated with
acibenzolar-S-methyl, copper phosphite and fungicide 48 hours after inoculation of
the fungus. In field experiments in the Guaragi district experimental area, the lowest
values of severity were obtained in the plots with copper phosphite and acinezolar-S-
methyl already in the experimental area of the UEPG, the treatments with less
severity were fungicide procymidone, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A.
nodosum, manganese phosphite and V6®. Seeds harvested in the experimental area
of Guaragi, showed incidence of Gonatobotrys sp., Alternatia alternata, Gliocladium
sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. and Trichoderma sp. Seeds from
the experimental area of the UEPG showed an incidence of A. alternata,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. For the bean culture,
the in vitro result showed that B. subtillis inhibited the mycelial growth of P. griseola.
In the evaluation in leaf, only B. thuringiensis showed statistical difference between
the applied sides, being the right side with less severity. In greenhouse were
observed in the leaf cotyledonar and in the 1st trefoil greater severity of the disease;
In the cotyledon leaf smaller severity was observed in the plants treated with
fungicide, A. nodosun, T. asperellum and copper phosphite. In the field, in the first
evaluation period, the treatments with better control of the disease were the
fungicide, A. nodosum, B. thuringiensis and V6® fertilizer. In the second season
there was no statistical difference between treatments for yield, but the highest
average was obtained with fungicide application. Seeds harvested in the first sowing
season showed incidence of Fusarium sp, Colletotrichum truncatum and Phomopsis
sp. In the second sowing season, the presence of Alternaria alternata and the
absence of C. truncatum differed from the first one.

Keywords: Disease. severity. control.
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CAPITULO 1

USO DE TRATAMETOS BIOTICOS E ABIOTICOS NO CONTROLE DE Sclerotinia
sclerotiorum NA CULTURA DA CANOLA

RESUMO

Atualmente busca-se alternativas ao controle quimico para controlar doencas,
visando menores impactos ambientais e pressdo de selecdo sobre os patdgenos.
Assim, 0 uso de produtos que ativam mecanismos de defesa das plantas podem
aumentar o espectro de controle das doencas na cultura da canola. O objetivo do
trabalho foi avaliar o controle de Sclerotinia sclerotiorum e inducao de resisténcia na
cultura da canola através de produtos alternativos. Os experimentos in vitro e folha
destacada foram conduzidos em laboratério e os in vivo na casa de vegetacdo e em
campo na safra 2015/2016. Os tratamentos Hight Roots®; V6®; Maxi Flor®, Wert
Plus®, fosfito de potassio; fosfito de manganés; fosfito de cobre, manganés, fungicida
procimidona, Ascophyllum nodosum, Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis foram
utilizados nos experimentos: crescimento micelial em BDA, em folha destacada,
experimentos em casa de vegetacao, analise enzimatica e no experimento a campo.
Para os trés ultimos experimentos adicionou-se os tratamentos acibenzolar-S-
metilico e Trichoderma asperellum. Verificou-se 100% de inibicdo do crescimento
micelial de S. sclerotiorum nos tratamentos B. subtillis (autoclavado e néo
autoclavado), Wert Plus®, na concentracdo de 1000 ppm, e procimidona na
concentracdo de 100 e 1000 ppm. Em folha destacada os tratamentos procimidona e
B. subtillis inibiram 100% o crescimento do fungo no lado direto e esquerdo da folha.
Em casa de vegetacdo os tratamentos com menores valores de severidade,
representada pela area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foram:
procimidona, fosfito de cobre, B. thuringiensis, B. subtillis, fosfito de manganés,
fosfito de potassio, fosfito de cobre, High Roots® e V6®. A maior atividade das
enzimas peroxidase foi observada em plantas tratadas com acibenzolar-S-metilico,
fosfito de cobre e fungicida 48 horas apés inoculacédo do fungo. Nao houve atividade
da enzima polifenoloxidase. Em experimentos de campo, na area experimental do
distrito Guaragi, os menores valores de severidade foram obtidos nas parcelas com
fosfito de cobre e acinezolar S metilico, entretanto ndo diferiram estatisticamente do
fungicida, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A. nodosum, fosfito de
manganés, fosfito de potassio e V6®. A maior produtividade foi obtida nos
tratamentos com B. thuringiensis, B. subtillis, T. asperellum e A. nodosum. Na area
experimental da UEPG, os tratamentos com menor severidade foram fungicida
procimidona, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A. nodosum, fosfito de
manganés e V6®. Os tratamentos que apresentaram maior produtividade foram T.
asperellum, B. subtillis, fosfitos de potassio e manganés, micronutriente manganés,
ASM e procimidona. Sementes colhidas na é&rea experimental do Guaragi,
apresentaram incidéncia de Gonatobotrys sp., Alternatia alternata, Gliocladium sp.,
Aspergillus sp., Penicillum sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp. Sementes
provenientes da area experimental da UEPG, apresentaram incidéncia de A.
alternata, Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. Baseado
nos resultados pode-se concluir que B. subtillis apresentou potencial para o controle
de S. sclerotiorum e induz resisténcia em plantas de canola.

Palavras chave: Brassica napus, indugdo de resisténcia, controle bioldgico, fosfitos e
mofo branco.



ABSTRACT

Currently, alternatives are being sought for chemical control to control diseases,
aiming at lower environmental impacts and selection pressure on pathogens. Thus,
the use of products that activate plant defense mechanisms can increase the
spectrum of disease control in canola crops. The objective of this work was to
evaluate the control of Sclerotinia sclerotiorum and induction of resistance in canola
cultivation through alternative products. The in vitro and detached leaf experiments
were conducted in the laboratory and in vivo in the greenhouse and field conditions
on 2015/2016 season. Treatments Hight Roots®; V6®; Maxi Flor®; Wert Plus®,
potassium phosphite; manganese phosphite; copper phosphite, manganese,
procymidone fungicide, Ascophyllum nodosum, Bacillus subtilis and Bacillus
thuringiensis were used in the experiments: mycelial growth in PDA, detached leaf,
greenhouse experiments, enzymatic analysis and field experiment. Acibenzolar-S-
methyl and Trichoderma asperellum treatments were added for the last three
experiments. 100% inhibition of mycelial growth of S. sclerotiorum was observed in
B. subtillis (autoclaved and non-autoclaved), Wert Plus® at 1000 ppm, and 100 and
1000 ppm procymidone treatments. The procymidone and B. subtillis treatments
inhibited 100% growth of the fungus on the direct and left side of the leaf. In the
greenhouse, treatments with lower values of severity, represented by the area under
the disease progress curve (AUDPC) were: procymidone, copper phosphite, B.
thuringiensis, B. subtillis, manganese phosphite, potassium phosphite, copper
phosphite, High Roots® and V6®. The highest activity of the peroxidase enzymes was
observed in plants treated with acibenzolar-S-methyl, copper phosphite and fungicide
48 hours after inoculation of the fungus. There was no activity of the
polyphenoloxidase enzyme. In field experiments in the Guaragi district experimental
area, the lowest values of severity were obtained in the plots with copper phosphite
and acibenzolar-S-methyl, but did not differ statistically from the fungicide, B.
thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A. nodosum, manganese phosphite,
potassium phosphite and V6®. The highest productivity was obtained in the
treatments with B. thuringiensis, B. subtillis, T. asperellum and A. nodosum. In the
experimental area of the UEPG, the treatments with lower severity were fungicide
procymidone, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A. nodosum, manganese
phosphite and V6®. The treatments with the highest productivity were T. asperellum,
B. subtillis, potassium and manganese phosphites, micronutrient manganese, ASM
and procymidone. Seeds harvested in the experimental area of Guaragi, showed
incidence of Gonatobotrys sp., Alternatia alternata, Gliocladium sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp. and Trichoderma sp. Seeds from the experimental area
of the UEPG showed an incidence of A. alternata, Cladosporium sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp. Based on the results it can be concluded that B. subtillis
presented potential for the control of S. sclerotiorum and induces resistance in canola
plants.

Key-words: Brassica napus, induced resistance, biologic control, phosphite, white
mold.



1 INTRODUCAO

A canola (Brassica napus L. var oleifera) € uma espécie oleaginosa, da familia
das cruciferas, passivel de incorporacdo nos sistemas de producdo de grdos no
Brasil, destacando-se como uma excelente alternativa econémica e excelente
cultura para rotacdo (TOMM et al., 2009). Atualmente € considerada a terceira
oleaginosa em importancia mundial de produgéo, sendo a segunda, se considerada
a producédo de oleaginosas na forma de graos, atras somente da soja (FAO, 2015).
Os maiores produtores mundiais s&o a Unido Europeia, Canada, China, india e
Japdo. Para a safra de 2015/2016 foi obtida uma producdo de 21,8 milhdes de
toneladas, com consumo de 25,3 milhdes de toneladas pela Unido Europeia. A
producdo mundial foi de 67,5 milhdes de toneladas, com uma queda em torno de
6,3% em comparacao a safra de 2014/2015 que foi de 71,9 milhdes de toneladas
(CONAB, 2016).

Entretanto, um dos empecilhos encontrados para um bom estabelecimento da
cultura € a ocorréncia de doencas, destacando-se o mofo branco, também
conhecido como podriddo branca da haste causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary (SOLGI et al., 2015). Esse fungo é considerado um dos
patbgenos mais importantes no mundo e esta distribuido em todas as regides
produtoras, sejam elas de clima temperado, subtropical ou tropical (LEITE, 2005),
mais comumente em regides temperadas (PERVEEN; HASEEB; SHUKLA, 2010).

A doenca encontra-se disseminada em todas as regifes do pais, sendo a
ocorréncia maior nos Estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste. No controle de
doencas de plantas, opta-se sempre em realizar um manejo integrado, essas
medidas sdo de natureza diversa, como 0 uso de controle genético, quimico,
cultural, fisico e biolégico (BEDENDO; AMORIM, 2011). Entretanto, o interesse por
métodos alternativos no controle da doenca aumentou nas ultimas décadas, uma
vez que 0s agrotoxicos ndo conseguiram controlar adequadamente o patégeno,
além das preocupagbes com o impacto ambiental causado por esses produtos
(SAHARAN; MEHTA, 2008).

Tem-se buscado alternativas para aumentar a resisténcia de plantas as
doencas. As plantas sdo continuamente expostas a um grande numero de

patdgenos e como resultado, apresentam um complexo mecanismo de defesa para
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reconhecé-los e se proteger, de maneira que na natureza, a resisténcia € regra e a
suscetibilidade excecdo (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).

A inducdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa
latentes existentes nas plantas em respostas ao tratamento com agentes bi6ticos ou
abidticos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005), podendo ser a protecao
local ou resisténcia sistémica, que se manifesta a distancia do local de aplicacdo do
indutor (MORAES, 1992). Os agentes indutores de origem bidticas ou abidticas,
capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de resisténcia nas plantas sao
chamados de elicitores, dentro dos elicitores bidticos pode-se citar o uso de
rizobactérias (ROMEIRO; KIMURA, 1997; VIEIRA JUNIOR, 2005), fungos como o
Trichoderma (MACAGNAN, 2001) e algas (CARVALHO; CASTRO, 2014). Além
destes, existem os indutores abidticos, como acibenzolar-S-metilico (ASM)
(RESENDE et al., 2000; CORDOVA-CAMPOS et al., 2012) amplamente utilizado em
diferentes culturas no controle de diversos patogenos; os fosfitos (AVILA, 20009;
NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005) e nutrientes (BETTIOL; ASTIARRAGA,
1998).
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2 OBJETIVO

Avaliar diferentes produtos no controle de Sclerotinia sclerotiorum e como

possiveis indutores de resisténcia em plantas de canola.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi.

Avaliar indice de velocidade de crescimento micelial do fungo
Sclerotinia sclerotiorum;

Avaliar inducéo de resisténcia pelo método de folha destacada;

Avaliar a severidade do mofo branco em casa de vegetacao;

Avaliar a atividade enziméatica de peroxidade e polifenoloxidase;

Avaliar a severidade do mofo branco, componentes de producdo e
produtividade em campo;

Avaliar qualidade sanitaria de sementes colhidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A CULTURA DA CANOLA

A canola é uma variedade genética da colza (Brassica napus L. var. oleifera),
pertencente a familia das Brassicaceae, cultivada na Unido Europeia, Estados
Unidos, Canada, Australia, China e india, € uma importante cultura oleaginosa e seu
cultivo tem aumentado significativamente nos ultimos anos. A origem de B. napus
ndo € bem conhecida, provavelmente € o resultado de uma hibridagéo
interespecifica natural entre duas outras espécies de Brassicaceae, Brassica
oleracea e Brassica rapa (LOGANES; BALLALI; MINTO, 2016)

O o6leo de colza é utilizado para fins industriais e comerciais (para a producao
de sabdes, velas, tintas, lubrificantes e biocombustiveis), porém néo € utilizado para
consumo humano e animal devido ao alto teor de acido erucico e glucosinolatos.
Grandes quantidades deste &cido sdo toxicas para os seres humanos e associadas
a lesdes fibréticas do coracdo. Para evitar o efeito toxico do 6leo, melhoristas de
colza usaram técnicas de melhoramento genético convencionais para remover
grande parte do acido erucico e glucosinolatos das flores. Para descrever a cultura
com baixo nivel de ambos os compostos, no Canada foi definido o termo canola,
uma abreviacdo de "CANadian Oilseed Low Acid" em 1979 (ESKIN; MC DONALD,
1991). O nome de canola € atualmente usado para indicar trés espécies do género
Brassica que produzem 6leo com baixo nivel de acido erucico (menos de 2%) e
menos de 30 umol g de farelo de glucosinolatos totais, Brassica rapa, Brassica
napus e Brassica juncea (LOGANES; BALLALI; MINTO, 2016). A canola é uma
espécie de frio que se desenvolve melhor em locais com temperatura do ar em torno
de 20°C durante o ciclo. No periodo vegetativo a faixa de temperatura 6tima esta
entre 13 e 22°C (TOMM et al., 2009), ja durante o periodo de floracdo, temperatura
acima de 27°C causa abortamento de flores e siliquas em inicio de floracéo.

As plantas de canola apresentam coloracdo que varia em funcdo das
cultivares, existindo tons verde-azulados, verde-escuro e verde-arroxeado. E uma
planta herbacea com haste eretas, ascendente e ramificada. As flores s&o amarelas,
com quatro pétalas e quatro sépalas, dispondo-se em cachos simples na

extremidade do caule principal e em cada uma das ramificacdes. Seu periodo de
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floracdo perdura por trés semanas ou mais e ocorre de baixo para cima, iniciando
com os botdes florais da base. As flores sdo hermafroditas prevalecendo a auto-
fecundacao, porém pode ocorrer até 30% de fecundacao cruzada (RODRIGUES et
al., 2010).

Os frutos se disp6em como siliquas (deiscentes), possuindo geralmente de 14
a 15 sementes com diametro de 2 mm e peso inferior a 6 mg (RODRIGUES et al.,
2010). Apenas 40 a 50% das flores irdo formar siliquas produtivas, as demais flores
e ou siliquas, em estédio inicial de desenvolvimento sdo naturalmente abortadas e a
maturacdo dos graos acontece entre 40 e 60 dias apods o florescimento (IRIARTE et
al., 2008).

E uma cultura anual, com um ciclo que varia entre 107 e 166 dias desde a
emergéncia até maturacdo tempo que pode diferir em funcdo do hibrido utilizado.
Possui os seguintes estadios fonologicos (MAIA; REIS; ALVARENGA, 1999).

Estadio de plantula: A - estadio cotiledonar, folhas verdadeiras ausentes, B1 —
estaddio de uma folha verdadeira desenrolada, B2 — estddio de duas folhas
verdadeiras desenroladas.

Estadio de roseta: B3 — trés folhas verdadeiras desenroladas, B4 — quatro
folhas verdadeiras desenroladas, B5 — cinco folhas verdadeiras desenroladas, B6 —
seis folhas verdadeiras desenroladas, Bn — n folhas desenvolvidas desenroladas, C1
— aumento da vegetacao e aparecimento de folhas jovens.

Estadio de alongamento e formacéo do botéo floral: C2 — entrends visiveis,
D1 — gemas unidas (escondidas pelas folhas terminais), D2 — inflorescéncia principal
desenrolada, gemas unidas, inflorescéncias secundarias visiveis, E — gemas
separadas, pedunculos florais que se alargam, comec¢ando por aqueles da periferia.

Estadio de floragdo: F1 — primeiras flores abertas, F2 — alongamento do ramo
floral, numerosas flores abertas, G1 — queda das primeiras pétalas, as dez primeiras
siliquas tem largura inferior a 2 cm, a floracédo das inflorescéncias ocorre nessa fase,
G2 — as dez primeiras siliquas tem largura entre 2 e 4 cm, G3 — as dez primeiras
siliguas tem largura superior a 4 cm, G4 — as dez primeiras siliquas comegam a
madurar, G5 — coloracdo de gréos (MAIA; REIS; ALVARENGA, 1999).

A producdo global de canola aumentou muito rapidamente nos ultimos 40
anos, subindo da sexta para a segunda posicdo de cultura oleaginosa mais
produzida (USDA, 2017).
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A planta é cultivada em toda a regido agricola do Sul do Brasil. A cultura se
destaca como uma excelente alternativa econémica pelo fato de ser utilizada para
consumo humano além de ser matéria-prima para produgéo de biodiesel.

Com uma colheita anual de aproximadamente 450 milhdes de toneladas, a
producdo de oleaginosas corresponde a apenas 20% da producédo agricola mundial.
Dentro dessa producao, apenas 14% da producdo mundial corresponde a canola.
Apesar disso, a cultura € a segunda maior, perdendo apenas para a soja, que
representa 55%. Os principais produtores de canola no mundo sdo China, india,
Canada e Uni&o Europeia (CARRE; POUZET, 2014). No Brasil, a canola é cultivada
comercialmente nos Estados do Rio Grande do Sul e do Parana, sendo uma
alternativa econémica para compor sistemas de rotagdo com trigo e outros cereais
de inverno. Pode ser encontrada também no Distrito Federal, nos Estados de Goiés,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A expanséo tem modificado o habitat original da
canola, agora podendo também ser cultivada em regifes tropicais (CARDOSO;
LEITE; BARBOSA, 2016).

Segundo dados da CONAB (2017), a producao agricola nacional de canola da
tltima safra foi em torno de 47,5 mil hectares, com produtividade média de 1.552 kg
hal. Esses dados séo referentes aos dois Estados produtores, Parana e Rio Grande
do Sul que plantaram na safra de 2016, 6,3 mil e 41,2 mil hectares, respectivamente.

A canola € suscetivel a muitas doencas fungicas, que afetam a familia
Brassicaceae, como a podridao da folha (Pyrenopeziza brassicae Raw. (anamorfo
Cylindrosporium concentricum Grev.)), canela preta (Leptosphaeria maculans
(Desm.) Ces. et De Not. (anamorfo Phoma lingam (Tod.) Desm.)) e mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary) que sdo responsaveis por grandes danos de
produtividade, chegando até 95% quando néo realizadas aplicacdes de agrotoxicos.
Outros patdégenos sédo relatados na literatura causando danos a cultura, como
Pseudocercosporella capsellae, Peronospora parasitica, Alternaria brassicae e
Erysiphe cruciferarum. A protecdo de plantas através do melhoramento genético
buscando a resisténcia especifica ndo € sempre efetiva, necessitando assim de
multiplos métodos para um controle eficiente (GRISON et al., 1996; CARDOSO;
LEITE; BARBOSA, 2016; VAN DE WOUW et al., 2016).
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3.2 MOFO BRANCO

Assim como outras culturas, a canola esta suscetivel a ocorréncia de
diferentes doencas, entre elas pode-se citar o mofo branco, causado pelo fungo S.
sclerotiorum (SOLGI et al., 2015). O fungo € polifago, podendo infectar uma ampla
gama de hospedeiros, de pelo menos 75 familias, 278 géneros, mais 500 espécies
de plantas incluindo frutiferas, ornamentais, plantas daninhas (SAHARAN; MEHTA,
2008; CARDOSO; LEITE; BARBOSA, 2016), alfafa (Medicago sativa) além de
importantes culturas como soja (Glycine max L), feijdo (Phaseolus vulgaris L.),
girassol (Helianthus annuus) e canola (BOLAND; HALL, 1994; ZHAO et al., 2004,
HIND-LANOISELET; LEWINGTON, 2004). Devido a grande diversidade de
hospedeiros, a doenca causada por S. sclerotiorum pode receber diferentes
denominacdes, entre elas: podriddo de Sclerotinia, podriddo da cabeca ou capitulo,
podriddo aquosa ou mole, podriddo da haste e mofo branco (VENTUROSE, 2012).

O primeiro relato de ocorréncia de Sclerotinia no Braisil foi em 1921, no
Estado de S&o Paulo, em plantas de batata (Solanum tuberosum) (MEYER, 2011).
Atualmente, encontra-se disseminada em todas as regides do pais, sendo a
ocorréncia maior nos Estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste (BERGER, 2015).
Nos paises produtores de canola, ha relatos de grandes danos por essa doenca,
como na Australia (HIND; ASH; MURRAY, 2013; BARBETTI et al., 2014) China
(WANG et al., 2012; ZHAO et al., 2004, DELOURME et al., 2011), india, onde é uma
ameaca particular a mostarda (SINGH et al., 2008, 2010, GARG et al., 2010) e
Reino Unido (TAYLOR et al., 2015).

No Brasil, o mofo branco é a principal doenca que ocorre na cultura, e foi
relatado em 1993 e 1994 no Parand, entre as fases de elongacdo e maturacao
fisiolégica, situacBes mais graves de maior abrangéncia ocorreram em 1993 em
cultivos da Regido Norte, Oeste e Sul do Estado (CARDOSO; LEITE; BARBOSA,
2016).

A reducéo nos rendimentos da cultura, causados pelo mofo branco, sao
elevados podendo chegar a 24% em algumas regides na Europa (HIND-
LANOISELET; LEWINGTON 2004; KIRKEGAARD et al., 2006; KHANGURA et al.,
2014) estimadas em mais de US $ 59 milhdes (KHANGURA et al., 2014). Os danos
dependem da incidéncia da doenca e fase fenologica da planta em que ocorreu a
infeccdo (SAHARAN; MEHTA 2008). Quando a infeccdo ocorre na fase de pré-
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florescimento pode resultar em até 100% de danos de rendimento nas plantas
infectadas, isso ocorre pois as plantas geralmente produzem pouca ou nenhuma
semente. Se a infec¢cdo ocorre no estaddio de floragdo precoce, pode ocorrer o
rompimento prematuro de siliquas além do desenvolvimento de sementes pequenas
(SHUKLA, 2005; KAMAL et al., 2016).

3.2.1 Etiologia

Sclerotinia sclerotiorum (sin. Whetzelinia sclerotium) possui micélio vigoroso
hialino, marrom ou branco, com formacdo de esclerédio com 0,5 a 2,0 mm de
didametro, de consisténcia mole ou dura, conforme o estadio de maturacdo, quando
maduros sédo externamente negros e internamente branco ou rosado (CARDOSO;
LEITE; BARBOSA, 2016). O patdgeno se propaga por sua estrutura de resisténcia
(esclerddio) e/ou ascésporos. Em condi¢des de alta umidade relativa e temperatura
entre 15 — 20°C formam-se 0s ascocarpos também conhecidos como apotécios,
sendo um ou mais apotécios formado a partir de um esclerédio. Os apotécios
produzem milhares de ascoésporos, disseminados pelo vendo, jA os esclerddios
podem permanecer no solo por um periodo de até 10 anos. Os esclerddios quando
germinam, emitem ramificacdes miceliais fracas, 1 a 35 por esclerédio, onde se
formam apotécios com ascas e ascosporos (CARDOSO; LEITE; BARBOSA, 2016).

3.2.2 Sintomatologia

Os sintomas do mofo branco surgem na cultura duas a trés semanas apoés a
infeccdo do patdogeno (HIND-LANOISELET; LEWINGTON, 2004). Os ascosporos
nao conseguem infectar diretamente folhas e as hastes, estes primeiro crescem em
pétalas mortas ou outros materiais organicos que aderem as folhas e as hastes
(SAHARAN; MEHTA, 2008). As pétalas fornecem a fonte de alimento necesséria
para que 0s esporos germinem, crescam e eventualmente penetrem na planta.

A infeccdo geralmente ocorre nos pontos de ramificagdo do caule onde os
ascosporos que foram disseminados depositam-se (FERNANDO et al., 2007). O
fator ambiente € primordial nesse momento, a precipitacdo ou o orvalho mantém as

folhas e as hastes Umidas, criando condi¢gbes ideais para o desenvolvimento do
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fungo. Duas a trés semanas apoOs a infeccdo, as lesbes aquosas ou areas de
descoloracdo marrom clara tornam-se visiveis nas folhas, nas hastes e nos ramos
principais, posteriormente expandem-se, tornam-se brancas acinzentadas podendo
apresentar marcas concéntricas (CARDOSO; LEITE; BARBOSA, 2016).

Nas Brassicas a o mofo branco se caracteriza pela presenca de micélio
compacto branco, com ou sem formacao de esclerddio nos tecidos colonizados. Na
cultura da canola, o fungo coloniza a regidao basal das plantas, causa um
apodrecimento seco no caule e hastes, raramente atingem as siliquas (WANG et al.,
2012). Como consequéncia do ataque do patdgeno, as plantas apresentam abscisao
foliar e murcham, porém os tecidos do caule e haste ndo perdem a consisténcia,
sendo observados esses sintomas na fase reprodutiva e florescimento (CARDOSO;
LEITE; BARBOSA, 2016).

A podriddo da haste ocorre devido a secrecdo pelo fungo de acido oxalico,
juntamente de enzimas liticas, que matam as células do hospedeiro e
posteriormente as hifas colonizam os locais de infeccdo causando a morte de
células (GODOY et al., 1990; ZHAO et al., 2004). O acido oxalico é téxico para o
tecido do hospedeiro, pois sequestra o célcio nas lamelas intermediarias rompendo
a integridade do tecido vegetal. A liberacdo de enzimas liticas e acido oxalico do
micélio em crescimento atua sinergicamente para estabilizar a infeccdo do patégeno
(FERNANDO et al., 2004).

Além dos sintomas ja citados, as plantas podem amadurecer prematuramente
apresentando cor de palha, nos 6rgaos verdes (HIND-LANOISELET; LEWINGTON,
2004; KAMAL et al., 2016).

Os danos causados pelo patdgeno dependem do tempo de infeccao durante o
estadio de floracdo, bem como o tempo de infeccdo nos caules ou ramos principais.
As hastes das plantas infectadas eventualmente se tornam esbranquicadas e
tendem a quebrar. Interna e externamente nas hastes colonizadas ocorre o
crescimento de uma massa de aspecto cotonoso esbranquigado, que representa o
micélio do fungo, juntamente com o micélio, ocorre a formagéo dos esclerddios do
patégeno (HIND-LANOISELET; LEWINGTON, 2004).



30

3.2.3 Epidemiologia

Sclerotinia sclerotiorum é um Ascomycota, homotélico e produz ascosporos
ap6s a autofecundacdo sem formacdo de esporos assexuais (BOURDOT et al.,
2001). As estruturas de resisténcia, conhecidos como esclerodios, sdo capazes de
permanecer viaveis no solo por 10 anos ou mais, podendo germinar de forma
miceliogénica ou carpogénicamente em condi¢des ambientais favoraveis (KAMAL et
al., 2016).

O crescimento esta diretamente relacionado a fatores ambientais, solo
saturado e temperatura em torno de 10 a 20°C pode desencadear o
desenvolvimento do apotécio, responsavel pela liberagcdo dos esporos sexuais do
fungo, os ascosporos (CLARKSON et al., 2004), responsaveis pela disseminacédo do
patdgeno. A germinacdo do apotécio também varia com a temperatura, um aumento
gradativo da temperatura de 4, 12, 18 e 24°C maximizam a taxa de germinacao
(KAMAL, 2016), podendo liberar mais de dois milhdes de ascosporos disseminados
pelo vento durante um periodo de 5 a 10 dias (SHARMA et al., 2015).

Os ascoOsporos podem sobreviver na superficie da planta ou no solo durante 2
a 3 semanas na auséncia de pétalas (SHARMA et al., 2015) e a sobrevivéncia é
favorecida em folhas mais baixas e sombreadas (KAMAL, 2016). Os esporos
disseminados pelo vento sdo depositados nas pétalas, germinam e produzem
micélio usando as pétalas senescentes como fonte inicial de nutrientes (BERGER,
2015).

Além da degradacdo enzimatica, a infeccdo pode ocorrer por pressao
mecanica através do apressoério (LE TOURNEAU 1979), a presenca de agua na
superficie das pétalas, aumenta o processo de infeccdo e crescimento do micélio
(CESSNA et al., 2000).

Com a escassez de nutrientes, os micélios flngicos se agregam e se
transformam em esclerddios melanizados que sao retidos no caule ou caem no solo
podendo permanecer viaveis como estruturas de repouso por muitos anos. O micélio
gue surge diretamente do esclerddio, ndo é tao infeccioso quanto o indculo primario
dos ascosporos devido a sua baixa capacidade saprofitica competitiva (SHARMA et
al., 2015).
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3.2.4 Manejo do mofo branco

Sclerotinia sclerotiorum € um fungo necrotréfico, polifago, com producgéo de
estruturas de resisténcia, caracteristicas que dificultam o controle do patdégeno
(FERNANDO et al., 2007). No controle de doencas de plantas, opta-se sempre em
realizar um manejo integrado, ou seja, a aplicacao integrada de um conjunto de
medidas para reduzir os danos causados pelos patdgenos em culturas de interesse
econdmico, sendo essas medidas de natureza diversa, como 0 uso de controle
genético, quimico, cultural, fisico e bioldégico (BEDENDO; AMORIM, 2011).

Dentro do controle genético, pode-se citar 0 uso de cultivares resistentes,
como ocorre com outras culturas hospedeiras do patégeno, como feijao
(CARNEIRO, 2013) e soja (CUNHA, 2010), porém até o momento ndo foram
desenvolvidas cultivares comerciais de canola totalmente resistentes (WANG et al.,
2012; FERNANDO et al., 2007; HAYES et al., 2010; ALVAREZ et al., 2011). As
cultivares australianas, canadenses e indianas de canola registradas possuem uma
resisténcia minima ou nenhuma (KAMAL et al., 2016). Na China, foram relatadas
duas cultivares, Zhongyou 821 e Zhongshuang 9, parcialmente resistentes a doenca.
Entretanto um dos obstaculos encontrados, para selecdo de cultivares resistentes,
seria a ocorréncia de patétipos virulentos, dificultando entdo o progresso no
desenvolvimento da resisténcia completa do hospedeiro (JENSEN et al., 2008;
GARG et al., 2010; BARBETTI et al., 2014; TAYLOR et al., 2015).

Como manejo cultural, pode-se mencionar a rotacdo de culturas visando
reduzir esclerédios no campo (KAMAL et al.,, 2016), porém ha relatado da
ineficiéncia do manejo quando realizado em um periodo igual ou inferior a 6 anos
(NELSON, 1998) visto que a estrutura de resisténcia pode sobreviver abaixo de 20
cm de profundidade no solo, por mais de 10 anos. Estudos realizados por Mueller;
Pedersen e Hartman (2002) comparando sistema de semeadura convencional com
semeadura direta na palha, relataram que a incidéncia do mofo branco € maior em
areas que utilizam arado no preparo do solo (semeadura convencional) em
comparacdo com areas de semeadura direta na palha. Contradizendo esses
autores, Bailey e Lazarovits (2003) afirmam que o plantio minimo ou zero pode criar
um ambiente mais competitivo e antagdnico, bem como restringir a capacidade do

patdgeno para sobreviver.
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De todos os manejos disponiveis, ainda 0 mais realizado € o controle quimico,
isso ocorre devido a varios fatores, como facilidade de acesso a fungicida e um
controle do patdgeno mais rapido quando comparado aos demais tipos de manejos.
Entretanto, ndo hé registros de fungicidas para o controle deste patdégeno na canola
no Brasil. A eficacia dos fungicidas foliares depende de varios fatores, como o tempo
de aplicacéo, a fenologia das plantas, as condi¢cfes climaticas, o ciclo da doenca, a
cobertura de pulverizacdo, a duracdo da protecdo, entre outros (MUELLER,;
PEDERSEN; HARTMAN 2002).

Tem-se buscado determinar o momento ideal para realizar a pulverizacédo e
assim evitar aplicacdes desnecessarias (TAYLOR et al.,, 2015). Atualmente o
controle da Sclerotinia, depende de fungicidas aplicados preventivamente, estudos
provam que o estadio de floragédo precoce, antes da queda de pétalas, € o melhor
momento para pulverizar um fungicida foliar para reducao significativa na incidéncia
da doenca (KAMAL et al., 2016).

Entretanto, o interesse por métodos alternativos no controle da doenca
aumentou nas Uultimas décadas, uma vez que 0s agrotdxicos nao conseguiram
controlar adequadamente o patdgeno, além das preocupacbes com o0 impacto
ambiental causado por esses produtos (SAHARAN; MEHTA, 2008; AGRIOS, 2005).

Dentre as alternativas menos impactantes, pode-se citar o uso de agentes
antagonistas (controle biol6gico) e a inducdo de resisténcia do hospedeiro, com
indutores bidticos e abidticos.

O controle biolégico vem ganhando grande destaque na cultura da canola
(FERNANDO et al., 2007; YANG et al., 2009; WU et al., 2014; KAMAL et al., 2016).
Entende-se por controle biolégico a utilizagdo de um organismo introduzido, ou
habitante natural, antagdnico e ou capaz de suprimir as atividades e a populacao de
um fitopatégeno. Dentre os mecanismos de controle, destaca-se o0 antagonismo
direto, indireto e a associacao entre estes e outros tipos de antagonismo (FILLIPI et
al., 2012). Mais de 100 espécies de fungos e bactérias antagonistas foram
identificadas no controle de Sclerotinia (LIU et al., 2006). O controle biologico reduz
a densidade do inéculo priméario e secundario por parasitar, reduzir, enfraquecer ou
matar esclerédios, ou ainda restringindo a germinagdo bem como a reducdo da
viruléncia (SAHARAN; MEHTA, 2008). Além disso esses agentes podem proteger as
plantas pela inibicdo da germinacdo dos ascoOsporos e posterior infeccdo
(FERNANDO et al., 2007).
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A inducédo de resisténcia, ou resisténcia induzida € um fenbmeno na qual a
resisténcia das plantas contra fitopatdbgenos € induzida através de infeccéo
localizada ou tratamento com componentes ou produtos microbianos ou ainda por
meio de compostos organicos ou inorganicos (BONALDO; PASCHOLATI,
ROMEIRO, 2005).

3.3 USO DE PRODUTOS ALTERNATIVOS NO CONTROLE DE Sclerotinia
sclerotiorum

3.3.1 Inducéo de Resisténcia

A resisténcia da planta a um determinado patégeno é definida como sendo a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada de um microorganismo
patogénico, assim como criar condi¢cdes desfavoraveis para a infeccao/colonizacéo
de seus tecidos pelo mesmo (NOJOSA et al., 2005; PASCHOLATI, 2011).

A resisténcia natural de plantas a patégenos tem com base barreiras e
mecanismos de defesa ja existentes, sem que para isso seja hecessaria a chegada
do patégeno ao sitio de infeccdo, conhecidos como pré-formados (AGRIOS, 2005;
BARROS et al., 2010; CAMARGO, 2011) e os mecanismos pos-formados, ativados
somente apos a chegada do patégeno.

Independente se pré ou poés-formado, os fatores envolvidos na resisténcia
podem ser divididos em estruturais ou bioquimicos. Os mecanismos estruturais
atuam como barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos atuam pela producdo de
substancias toxicas ao patdgeno, ou criando condicdes adversas ao
estabelecimento deste na planta (PASCHOLATI, 2011).

As plantas podem ser pré-condicionadas contra diversas doencas causadas
por diferentes agentes etiolégicos. Inicialmente, esses mecanismos foram discutidos
em bases seroldgicas e referidos como “Imunidade Fisiolégica Adquirida”, sendo que
o fendmeno de resisténcia em plantas contra doencas esta associado a eficiéncia do
hospedeiro em reconhecer a presenca de patdégenos por meio de mecanimos de
percepc¢ao e transducéo de sinais (GUZZO; HARAKAVA, 2007).

A resisténcia de plantas inclui resisténcia basal, resisténcia de raca ou

espécie especifica, resisténcia relacionada a idade (Ontogenética), resisténcia
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orgao especifica e as duas formas de resisténcia mais claramente definidas sendo
a resisténcia adquirida e induzida (IR) nas quais a natureza do agente elicitor e o
sitio de atuacao (sinalizagdo) deste na planta, sdo pontos chave na classificagdo do
fenbmeno de resisténcia, assim como as respostas bioquimicas incitadas
(PASCHOLATI et al., 2010).

A IR é a resisténcia causada pela ativacdo dos préprios recursos de defesa
geneticamente programadas no hospedeiro, resultando em mudancas que
diminuem os efeitos de ataques subsequentes do patégeno. Os mecanismos de
defesa envolvidos incluem uma combinacédo de mudancas fisico-quimicas no tecido
vegetal, tais como lignificacdo da parede celular formando barreiras a penetracao
do patégeno e acumulo de susbtancias toxicas ao patdégeno, como fitoalexinas ou
proteinas relacionadas a patogénese (RESENDE et al., 2000).

A IR elicitada em plantas por microorganismos no controle de outros
microorganismos patogénicos foi identificada ha mais de 100 anos (EYLES et al.,
2010). Os primeiros relatos sobre o fenomeno da indugdo de resisténcia ocorreram
em 1901, em estudos com a interacao Botrytis cinerea x Begonia sp. (KESSMAN et
al., 1994). Posteriormente em 1933 foi observado em pesquisas, que as plantas
normalmente suscetiveis podiam adquirir resisténcia contra doencas apds uma
infeccdo priméaria causada por patégenos ou apds o tratamento com suas formas
nao virulentas (AGRIOS, 2005).

No Brasil, na década de 70, as primeiras pesquisas sobre resisténcia
induzida abordaram o patossistema plantas de café (Coffea arabica L.) x Hemileia
vastatrix Berk & Br., por meio da utilizacédo de diversos indutores de origem bidtica
(SILVA et al., 2008).

De modo geral, o fenbmeno da resisténcia induzida envolve trés
manifestacbes diferentes de resposta, a Resisténcia Local ou Hipersensivel, a
Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) e a Resisténcia Sistémica Induzida (RSI).

3.3.2 Resisténcia Local ou Hipersensivel

A resisténcia local ou hipersensivel, também chamada de reacdo de
hipersensibilidade (RH), é uma resposta celular extrema por parte da planta que

pode levar a um alto grau de resisténcia as doencas. Conhecida como uma forma
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de “suicidio” por parte da planta, esta reagcado ocasiona a morte repentina de um
namero limitado de células que circundam o sitio de infeccdo. Com isso causa a
paralisacdo do crescimento e desenvolvimento do patdgeno nos tecidos da planta,
0S patdgenos presentes no local de expressao da reacdo morrem rapidamente,
pois séo isolados pelo tecido necrosado (PASCHOLATI, 2011).

Este tipo de reag&o ocorre em resposta a incompatibilidade entre a planta e
o patégeno. Em sua forma classica, a reacdo de hipersensibilidade mostra-se
como uma pequena lesdo necrética, visivel a olho nu, que pode ocorrer em
diferentes orgaos das plantas e € considerada como sinbnimo de morte celular
(AGRIOS, 2005). Dessa forma, a infeccdo de plantas por um microrganismo
fitopatogénico incompativel ou um microrganismo ndo patogénico pode induzir
mudancas drasticas na atividade metabdlica das células vegetais ao redor do sitio
de infeccdo e levar a inducdo de resisténcia (PASCHOLATI, 2011; SILVA et al.,
2008).

3.3.3 Resisténcia Sistémica Adquirida

Diferentemente de outros seres vivos, as plantas ndo produzem anticorpos
contra patdgenos naturalmente, e a maioria de suas defesas bioquimicas ficam
inativas até ocorrer a sinalizacdo mobilizada pelo ataque de algum microrganismo.
As plantas podem desenvolver uma resisténcia generalizada em resposta a uma
infeccdo por um fitopatégeno ou pelo tratamento com certos produtos naturais ou
sintéticos (AGRIOS, 2005).

Este fendbmeno é chamado de Resisténcia Sistémica Adquirida, também
conhecida pela abreviacdo SAR, do inglés Systemic Acquired Resistance. Além do
carater sistémico, a SAR tem um efeito duradouro, podendo persistir por semanas
ou até mesmo o final da vida da planta. Outra caracteristica do fenbmeno é que o
seu efeito € inespecifico, ou seja, a inoculagdo com um patégeno pode proteger a
planta contra outros patdgenos. A SAR pode ser ativada pela exposicédo da planta
alvo a patogenos virulentos, avirulentos e fatores abioticos (PASCHOLATI, 2011).

A inducdo da SAR é mediada por uma das vias hormonais da planta, a via
do &cido salicilico, induzida geralmente por patégenos necrotréficos (CAMARGO,

2011) ou ativadores quimicos.
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Dependendo da planta e do elicitor, € necessario um determinado periodo de
tempo para o estabelecimento da SAR, o qual corresponde ao tempo necessario
para a expressao génica, o acumulo das proteinas relacionadas a patogenese e a
inducéo sistémica do acido salicilico. Qualquer interrupcdo na capacidade da planta
em acumular &cido salicilico, resulta na perda da expressdo dos genes
relacionados a patogénese e reducdo na resposta da SAR (VALLAD; GOODMAN,
2003).

A inducdo via SAR, leva a restricdo do crescimento de patdgenos
resultando na supressédo ou reducao dos sintomas das doencas, devido a ativacao
dos mecanismos de resisténcia das plantas em associacdo a expressdao de um
conjunto de genes de defesa (METRAUX, 2001; PASCHOLATI, 2011).

Dentre as proteinas relacionadas a SAR destacam-se as quitinases, que
hidrolisam a quitina, principal componente da parede celular de muitos fungos. As
B-1,3 glucanases, enzimas que hidrolisam polimeros de (-1,3 glucana, composto
que juntamente com a quitina confere resisténcia a parede celular dos fungos,
peroxidases que oxidam compostos fenélicos e aceleram a polimerizacao, dando
origem a substancias similares a lignina, que posteriormente depositam-se na
parede celular dificultando o posterior crescimento e desenvolvimento do patégeno
(AGRIOS, 2005).

3.3.4 Resisténcia Sistémica Induzida

Assim como na SAR, na Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), apdés a
exposicao a um agente indutor, a planta tem seus mecanismos de defesa ativados
nao somente no sitio de inducdo, mas também em outros locais distantes dele.
Pode-se dizer que os dois fenbmenos sdo distintos, porém fenotipicamente
semelhantes (BAKKER; DOORNBOS; LOON, 2010; PASCHOLATI, 2011).

Na RSI ocorre a inducéo sistémica na planta, sendo a molécula sinalizadora
mediada pelo acido jasmonico e o etileno. Neste caso ndo ha o acumulo de
proteinas-PR, a planta que sofreu inducdo nédo exibe alteracbes visiveis como
necrose, e o agente indutor é normalmente um agente n&o patogénico (como
bactérias ndo patogénicas e promotoras de crescimento). Este fenbmeno apresenta

também um amplo espectro de atuacdo, ou seja, assim como na SAR, apresenta
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efetividade contra diferentes tipos de patégenos (SILVA et al., 2008; PASCHOLATI,
2011).

A inducdo de resisténcia tem sido correlacionada diretamente a sintese de
enzimas importantes em diferentes rotas metabdlicas de defesa, como peroxidade,

lipoxigenases, glucaneses, quitinases, entre outras (SILVA et al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério do curso de Agronomia, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa e foram repetidos duas vezes. Para ambos
os experimentos foram testados os fertilizantes foliares High Roots® (N - 18%, K20 -
6%), V6® (Mn - 2,5%; Zn - 1,9%; Mo - 0,16%), Maxi Flor® (N - 14%; K20 - 6%), Wert
Plus® (Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9%) fosfito de potassio (P20s 26%; K20 19%) fosfito de
manganés (P20s - 36%, Mn - 7,0%), fosfito de cobre (N 11%; P20s 22%; S 1,76%;
Cu 4%), manganés (Mn 10%; S 5,48%), fungicida procimidona, o extrato de alga
Ascophyllum nodosum (Acadian® - K20 - 5,3%, carbono organico total - 6,0%) e o0s
produtos biolégicos a base de Bacillus subtillis (Serenade® - 13,68 g L (1,34%) - 1 x
10° CFU g) e a base de Bacillus thuringiensis (Dipel WP® - 32 g Kg? (3,2%) - 25

bilhdes de esporos viaveis g1).

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DO INOCULO

O patogeno, Sclerotinia sclerotiorum, foi obtido em lavoura de canola,
cultivada no municipio de Guaragi-PR. Os esclerédios do patdgeno (Figura 1) foram
submetidos a assepsia e depositados em placa de petri contendo Batata - Dextrose -
Agar (BDA) e mantidos em camara de crescimento tipo BOD & 24 + 2°C e

fotoperiodo de 12 horas, para o crescimento do fungo.

Figura 1 - Esclerédio de Sclerotinia sclerotiorum na haste de canola (Brassica napus) em campo (A)
e crescimento micelial em placa de Petri (B). Ponta Grossa - PR, 2017.
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4.3 CRESCIMENTO MICELIAL

Para o teste de crescimento micelial foi utilizado o meio de cultura BDA, para
o desenvolvimento do fungo. Todos os produtos foram incorporados no meio de
cultura fundente, nas concentracdes 1, 10, 100 e 1.000 ppm por diluicdo em série a
partir de uma solugdo contendo 100 mL do meio de cultura na concentragéo de
1.000 ppm (Figura 2). Além da incorporacdo no meio de cultura fundente, os
produtos biolégicos também foram incorporados no meio de cultura e a esterilizados

em autoclave.

100 mL 99 mL 99 mL 99 mL

Figura 2 - Esquema representativo do método de diluigdo em série para a obtencdo das
concentragcbes dos produtos utilizados nos experimentos in vitro para controle de
Sclerotinia sclerotiorum. Ponta Grossa - PR, 2017 (JACQUES, 2015).

Apos a incorporacdo dos produtos e solidificacdo do meio de cultura nas
placas de Petri, foram transferidos para o centro das placas discos de micélio do
fungo de 0,6 cm de diametro proveniente de uma placa com colénia com 6 dias de
idade, completamente desenvolvida. A testemunha correspondeu a placas contendo
apenas meio de cultura BDA, com um disco de micélio no centro, sem a
incorporacdo dos produtos. As placas foram vedadas com filme plastico e mantidas
em camara tipo BOD a 24 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas, por 5 dias. Foi avaliado
diariamente o crescimento micelial do fungo, por cinco dias.

Através da medicdo diaria do didmetro da colbnia nas placas de Petri foi

calculado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) pela férmula
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descrita por Oliveira (1991), na qual D = diametro médio atual da colénia, Da =

diametro médio da colbnia do dia anterior, N = nimero de dias de avaliacéo.

IVCM =3 (D —Da)
N

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial, representado pelos produtos em diferentes concentragbes (14
produtos x cinco concentragcdes) com cinco repeticdes para cada tratamento. Cada
placa de Petri contendo as col6nias foi considerada uma repeticdo. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia, e as médias quando significativas
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e o efeito das doses de
cada tratamento foi analisado por regressdo. Todas as analises foram realizadas

utilizando o sistema estatistico R, versdo 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).

4.4 AVALIACAO DE INDUCAO DE RESISTENCIA EM CANOLA PELO METODO
DE FOLHA DESTACADA

O método de avaliacdo da folha destacada é uma técnica simples e rapida
para testar a reacdo de plantas a patégenos em condicdes de laboratério (MORAES;
SALGADO, 1982), uma alternativa para testes preliminares de inducdo de
resisténcia. A vantagem deste método é a economia de espaco, menor risco de
contaminacdo e possibilidade de manipulacdo do ambiente (TWIZEYIMANA et al.,
2007) visto que os gerbox sdo armazenamos em camara tipo BOD com temperatura
e fotoperiodo controlado.

Esse método ja foi utilizado em experimentos para estudos de resisténcia em
culturas ao fungo S. sclerotiorum, exemplos encontrados sdo a cultura da soja (KIM
et al., 2000; MUELLER; PEDERSEN; HARTMAN, 2002) feijdo (KULL et al., 2003;
MIORINI, 2015). Na cultura da canola, foi testado por Ding et al. (2013) e por
Bradley et al. (2006) testando cultivares resistentes ao patdgeno.

Sementes de canola hibrido Al High Tech M6 Clear Field (ALHT M6 CL) foram
semeadas em vasos contendo substrato composto de casca de pinus, em casa de
vegetacao para realizagdo do teste de folha destacada. Quando a planta atingiu o
estadio de duas folhas verdadeiras, estas foram coletadas com o auxilio de uma

tesoura desinfestada e levadas para laboratorio.
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A metodologia utilizada para o método da folha destacada foi proposta por
Bradley et al (2006), na qual folhas de canola foram levadas ao laboratorio, e
acondicionadas em caixas do tipo gerbox (desinfestadas em alcool 70% e hipoclorito
de sédio a 5%) contendo 2 folhas de papel filtro esterilizado previamente e
umedecidas com 20 mL de agua esterelizada. Foram acondicionadas duas laminas
de microscopia para evitar o contato direto da folha com o papel umido e no peciolo
da folha foi colocado uma por¢cdo de algoddo umedecido com &gua destilada e
esterilizada para garantir que a folha permanecesse viva. Posteriormente metade da
sua superficie foi pulverizada até o ponto de molhamento foliar com os produtos
(Figura 3) e a outra metade protegida com um papel absorvente para que nao
ocorresse aplicagéo.

Apbs 24 horas da aplicacdo dos produtos foi realizada a inoculagéo artificial
do patogeno (S. sclerotiorum). Discos do micélio de 0,6 cm de diametro do fungo
cultivados em BDA incubados por seis dias foram colocados na nervura central da
folha. A reaplicacdo dos produtos foi ap6s 72 horas da inoculagdo do patégeno na
mesma metade da folha onde foi aplicado anteriormente. As caixas gerbox com as
folhas foram acondicionadas em camara tipo BOD com temperatura de 24 + 2°C e

fotoperiodo de 12 h, durante todo o experimento.

Figura 3 - Folha de canola (Brassica napus) utilizada na avaliacéo de folha destacada com aplicacao
dos tratamentos e inoculada com disco de micélio de Sclerotinia sclerotiorum e mantida
em camara BOD. Ponta Grossa - PR, 2017.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial de 14 (tratamentos) x 2 (aplicagdo ou ndo do produto em metade da mesma
folha), com cinco repeticdes onde cada folha foi considerado uma repeticao.

A testemunha foi composta por folha sem a pulverizacdo dos produtos, a
dosagem de cada tratamento foi realizada de acordo com a recomendacédo do

fabricante, sendo preparada uma solugéo de 200 mL (Tabela 1).
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Tabela 1 - Produtos testados no método folha destacada, em canola (Brassica napus) e suas
respectivas dosagens no controle de Sclerotinia sclerotiorum. Ponta Grossa - PR, 2017.

X DOSAGEM
TRATAMENTO CONCENTRACAO (0.2 mL~ agua)
High Roots® N 18%, K20 6% 400 pL
V6® Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% 400 pL
Maxi Flor® Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% 400 pL
Wert Plus® Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% 400 pL
Fosfito de potassio P20s 26%; K20 19% 6000 pL
Fosfito de manganés P20s 36%, Mn 7,0% 560 pL
Fosfito de cobre N 11%; P20s522%; S 1,76%; Cu 4% 5000 pL
Manganés Mn 10%; S 5,48% 3000 pL
Fungicida procimidona (50m/m i.a) 39
Ascophyllum nodosum  Acadian® - K20 - 5,3%, carbono organico total - 6,0 % 900 pL
Bacillus subtillis Serenade®-13,68 g L1 (1,34%) - 1 x 10° CFU g 8000 pL
Bacillus thuringiensis Dipel WP® - 32 g ng (3.’2%_’2 - 25 bi de esporos 0,12 g
vidveis g
Trichoderma asperellum Isolado SF (1,0 x 10 UFC g?) 0,249
Bion® acibenzolar-S-metilico (ASM) (50m/m i.a) 0,06 g

Avaliou-se a severidade da doenca diariamente, totalizando 6 avaliacbes, com
auxilio da escala de Juliatti et al. (2013) modificada. Com os dados obtidos, calculou-
se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), pela equacao descrita
abaixo (SHANER; FINNY, 1977):

n-l

AACPD =Z [((yi + Yi+1) /2) X (ti+1 -ti)]

Na qual:

Yi: severidade da doenca na época de avaliagcéo i (i=1, n)

Yi + 1: severidade da doenca na época de avaliacdo i + 1

Ti: época da avaliacao i, que considerou o numero de dias ap0s a emergéncia das
plantas.

Ti+1: época da avaliagédo i +1

n: nimero de observacdes

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F, as
médias quando significativas foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Todas as andlises foram realizadas utilizando o sistema estatistico R,

versao 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).

4.5 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

bY

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a

Universidade Estadual de Ponta Grossa-PR. As plantas de canola hibrido Al High
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Tech M6 Clear Field (ALHT M6 CL), foram cultivadas em vasos plasticos
(capacidade para 3 L) contendo substrato composto por casca de pinnus. Foram
semeadas seis sementes por vaso, dez dias ap0s a emergéncia procedeu-se 0
desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Os tratamentos utilizados foram os
mesmos do experimento com folhas destacada (Tabela 1) e a testemunha
correspondeu as plantas pulverizadas somente com agua destilada. A pulverizacéao
dos produtos dos respectivos tratamentos foi realizada quando as plantas de canola
estavam no estadio inicio de florescimento, apresentando 4 folhas expandidas. Os
produtos foram pulverizados no primeiro par de folhas verdadeiras, as demais folhas
foram protegidas com um copo plastico, para que ndo fossem tratadas com o
objetivo de se avaliar a inducao de resisténcia (Figura 4). Adotou-se o delineamento

inteiramente casualizado com 14 tratamentos e dez repeti¢des.

Figura 4 - Plantas de canola (Brassica napus) durante o processo de pulverizacdo dos tratamentos
no primeiro par de folhas verdadeiras (A) e momento de aplicacdo com o pulverizador
manual (B). Ponta Grossa - PR, 2017.

O patdégeno foi cultivado em laborat6rio em placas com BDA pelo periodo de
seis dias, incubados em camara BOD com temperatura de 24 + 2°C e fotoperiodo de
12 h. As plantas foram inoculadas aos 47 dias ap0s a semeadura, por meio do
método do palito (GASPERI, 2000). Nesse método, para o preparo do indculo,
palitos de dente foram esterilizados por autoclavagem e acondicionados em posi¢cao
horizontal em placas de Petri contendo meio BDA solidificado. Foram transferidos
para o centro das placas de Petri disco de micélio do fungo S. sclerotiorum de 0,6
cm de diametro proveniente de uma placa com col6nia do fungo com seis dias de

idade, completamente desenvolvida. As placas foram incubadas em camara BOD
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durante seis dias a 20 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas, para promover a colonizacéao
dos palitos pelo fungo.

Por ocasido da inoculacdo, os palitos estavam com suas extremidades
totalmente colonizadas pelo patégeno. Os palitos foram inseridos nas hastes, acima
das folhas primarias das plantas (Figura 5). Nas plantas do tratamento testemunha a
perfuracdo da haste foi realizada apenas com palitos esterilizados. As plantas
inoculadas foram cobertas com um saco plastico transparente umedecido, de modo

a formar uma camara Umida, na qual permaneceram por um periodo de 36 horas.

Figura 5 - Placa de Petri com colénia do fungo Sclerotinia sclerotiorum com seis dias de idade,
completamente desenvolvida (A); haste da planta de canola (Brassica napus)
perfurada com palito colonizado com o fungo Sclerotinia sclerotiorum (B) e plantas de
canola inoculadas e cobertas com saco plastico para formar cAmara umida (C). Ponta
Grossa - PR, 2017.

Iniciaram-se as avaliacbes da severidade da doenca, determinando-se do
tamanho da lesdo, por ocasido da retirada da camara Umida e a partir de entdo a
cada dois dias, até completar dez avaliacbes segundo a metodologia proposta por
Venturose (2012).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com dez
repeticbes onde cada planta foi considerado uma repeticao.

Com os dados obtidos, foi calculada area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) a partir do comprimento das lesdes, e submetidos a analise de
variancia pelo teste de F, as médias quando significativas foram comparadas pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas

utilizando o sistema estatistico R, versdo 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).
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4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Para as analises bioquimicas, a folha inteira foi coletada 24, 48, 72, apés a
inoculagdo do patdgeno. Durante o procedimento, cada amostra coletada foi
imediatamente acondicionada em envelopes de papel aluminio e congelada a -20°C.
Foram coletadas amostras nas folhas verdadeiras tratadas (1° par) e nas folhas
verdadeiras ndo tratadas (2° par) para possivel identificacdo de inducdo de
resisténcia em folhas que n&do haviam sido tratadas (STANGARLIN; PASCHOLATI,
2000).

4.6.1 Obtencéo dos extratos proteicos

As amostras de folhas, pesando 0,5 gramas, foram homogeneizadas
mecanicamente em dois mL de tampdo de extracdo (fosfato de sédio 0,01M (pH
6,0), em almofariz de porcelana. O homogenato foi centrifugado a 6.500 g (forca
gravitacional) durante 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante obtido considerado
como extrato enzimatico, para posterior determinacao do teor de proteina e atividade

das enzimas de peroxidase e polifenoloxidase (VIECELLI, 2008).
4.6.1.1 Teor de proteina

O teor de proteinas totais foi avaliado pelo método de Bradford (1976). A
concentracado de proteinas, expressa em termos equivalentes de ug de albumina de
soro bovino (ASB) em um mL de amostra (ug proteina mL), foi determinada

utilizando-se curva padréo de concentracdes de ASB, variando de 0 a 20 ug mL™.
4.6.1.2 Atividade enzimatica

A atividade de peroxidases (E.C. 1.11.1.7) foi determinada a 30°C, através de
método espectofotométrico direto a 470 nm durante 2,15 minutos (LUSSO;
PASCHOLATI, 1999) através da medida da conversao do guaiacol em tetraguaiacol.
A mistura da reacao continha 0,10 mL de extrato proteico e 2,9 mL de solu¢cdo com

12,5 mL de gaiacol a 2% e 360 pL de peroxido de hidrogénio em 87,5 mL de tampao
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fosfato de soédio 0,01 M (pH 6,0). A atividade de peroxidase foi expressa em
absorbancia min g de peso fresco.

A atividade de polifenoloxidase (E.C 1.10:3.2) foi determinada de acordo com
a metodologia de Duangmal e Apenten (1999) que mede a conversédo de catecol em
quinona. O substrato foi composto por catecol, na concentracdo de 20 mM,
dissolvido em tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8). A reacdo ocorreu
misturando-se 950 pL do substrato e 50 yL do extrato enzimatico. A atividade foi
determinada a 30°C, atraveés de método espectofotométrico direto a 420 nm durante
2,15 minutos. Os resultados foram expressos em absorbancia ming' de peso
fresco.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 8 x
2 (oito produtos com e sem aplicagdo do produto). Os produtos utilizados foram:
testemunha com fungo, testemunha sem fungo, Trichoderma asperellum, Bacillus
subtillis, Bacillus thuringiensis, ASM, fosfito de cobre e fungicicida procimidona.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F, as
médias quando significativas foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Todas as andlises foram realizadas utilizando o sistema estatistico R,

versao 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).

4.7 EXPERIMENTO A CAMPO

Os experimentos foram conduzidos na Fazenda Escola Capdo da Onca,
pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa-PR e na Fazenda Limeira
localizada no Distrito de Guaragi, municipio de Ponta Grossa, PR (Figura 6).

A Fazenda Escola Capéo da Onca esta localizada a 25°5’49” de latitude sul,
50°3’11” de longitude leste e altitude de 1.025 m acima do nivel do mar. O solo no
local € um Latossolo Vermelho Tb distréfico de textura argilosa (EMBRAPA, 2006).

A Fazenda Limeira esta localizada no Distrito de Guaragi, pertencente ao
municipio de Ponta Grossa, Parana. Com coordenadas geograficas 25°19'57,7” de
latitude sul e 50°13’'46,5” de longitude leste e altitude de 832 m. O solo é classificado
como Latossolo Vermelho distrofico de textura argilosa (EMBRAPA, 2006). A area é
conduzida em sistema de semeadura direta na palha ha 18 anos com rotacédo de
culturas nos ultimos quatro anos (milho-trigo-soja-canola), em safras anteriores

houve ocorréncia do mofo branco na cultura da canola.
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Em ambas as areas, o clima é classificado de acordo com a Carta Climatica
(IAPAR, 2011), como subtropical umido mesotérmico (Cfb), sem estacdo seca
definida, com geadas frequentes no inverno e temperaturas médias nos meses mais
quentes de 21,4°C e nos meses mais frios de 13°C. A precipitacdo média anual é de
1.600 a 1.800 mm, onde 0s meses mais secos sao junho, julho com média de 100 a
125 mm e agosto com 75 a 100 mm. Estes mesmos meses também sao
considerados os mais frios, com média de 13 a 14°C (IAPAR, 2011).

A Fazenda Limeira é conduzida em sistema de semeadura direta na palha a
18 anos com rotacdo de culturas nos ultimos quatro anos, sendo milho-trigo-soja-
canola. Nesta fazenda foi conduzido experimento somente em uma safra, com
semeadura no dia 02 junho de 2016.

Na Fazenda Escola Capao da Onga foram conduzidos experimentos em dois

anos, a primeira semeadura no dia 22/06/2015 e a segunda no dia 16/06/2016.

Figura 6 - Area experimental na Fazenda Escola Cap&o da Onca (A) e Fazenda Limeira (B)

onde foram semeados canola (Brassica napus). Ponta Grossa - PR, 2017.

Em ambas as areas, o delineamento experimental foi de blocos ao acaso, 14
tratamentos com 4 repetices em parcelas de 3,0 x 4,0 m, totalizando area de 12,0
m2. O hibrido utilizado foi Al High Tech M6 Clear Field (ALHT M6 CL), a semeadura
da cultura foi realizada no sistema semeadura direta na palha no espacamento entre
linhas de 40 cm e populacédo de 22 plantas m™. O controle de plantas daninha em
todas as safras, foi realizado com Imazetapir (100 g i. a. ha') aos 20 dias apés a
emergéncia (DAE).

Os produtos avaliados como indutores utilizados no experimento a campo

foram os mesmos testados na avaliacdo em folha destacada, seguindo a
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recomendacao do fabricante, a dosagem foi calculada para uma solucdo com 1900
mL de agua (Tabela 2).

As aplicacbes dos produtos, na primeira safra, na Fazenda Capao da Onga,
foram realizadas aos 37 DAE (estadio fenolégico C1 52 DAE) e aos 67 DAE
(florescimento). Na segunda safra, as aplicacbes, foram realizadas aos 39 DAE
(estadio fenologico C1), 54 DAE (estadio fenologico C1) e aos 69 DAE
(florescimento). Na Fazenda Limeira foram realizadas aos 35 DAE (estadio
fenolégico C1), 50 DAE (estédio fenolégico C1) e aos 65 DAE (florescimento), de
acordo com a escala fenondlogica da cultura, de acordo com Maia; Reis; Alvarenga
(1999).

Tabela 2 - Produtos testados no campo, na cultura da canola (Brassica napus) e suas respectivas
dosagens, para avaliacdo do controle de Sclerotinia sclerotiorum. Ponta Grossa — PR,

2017.
~ DOSAGEM
TRATAMENTO CONCENTRACAO (200 mL agua)
High Roots® N - 18%, K20 - 6% 4000 pL
V6® Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% 4000 pL
Maxi Flor® Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% 4000 pL
Wert Plus® Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% 4000 pL
Fosfito de potassio P20s5 26%; K20 19% 7200 pL
Fosfito de manganés P205 36%, Mn 7,0% 5500 pL
Fosfito de cobre N 11%; P20s522%; S 1,76%; Cu 4% 3500 pL
Manganés Mn 10%; S 5,48% 3600 pL
Fungicida procimidona (50 m/m) 769
Ascophyllum nodosum K20 - 5,3%, carbono orgéanico total - 6,0 % 7200 pL
Bacillus subtillus 13,68 gLt (1,34%) - 1 x 109 CFU g-1 7000 pL
Bacillus thuringiensis 32 g Kg! (3,2%) - 25 bilhdes de esporos viaveis g* 1g
Trichoderma asperellum Isolado SF 1,0 x 10 UFC g* 0,24 g
Bion® acibenzolar-S-metilico (ASM) (50 m/m i.a) 0,69

4.7.1 Avaliagcbes

Foram realizadas 6 avaliacbes de severidade da doenca, estimando a
porcentagem de mofo branco na haste, com auxilio de escala diagraméatica proposta
por Juliatti et al. (2013) para a cultura da soja, adaptada para canola. As avaliacdes
na primeira época de semadura, Fazenda Capao da Onca, foram iniciadas aos 75
DAE (estadio de desenvolvimento F1) e na segunda época aos 74 DAE. Na
Fazenda Limeira as avaliagbes foram iniciadas aos 70 DAE (estadio de
desenvolvimento F1). Para as avaliacbes, foram marcadas 10 plantas nas trés
fileiras centrais, totalizando 30 plantas por parcela, em todas as avaliacbes foram

avaliadas as mesmas plantas. Com os dados de severidade foi calculada a Area
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Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). Em cada parcela, dos trés
experimentos, as plantas de uma linha de um metro foram colhidas ao acaso para
determinar o numero de plantas por metro, numero de silica por planta. Ao final
foram colhidas as plantas de uma éarea de 9,0 m2, para estimar a produtividade
padronizando a umidade para 13%.

A colheita do segundo experimento, na unidade da Fazenda Escola Capéao da
Onca foi realizada aos 162 DAE (estadio de desenvolvimento G5) (12/12/2016) e na
Fazenda Limeira foi aos 153 DAE (estadio de desenvolvimento G5) (05/11/2016).

Apo6s a colheita nos dois experimentos foi realizada a avaliacdo da qualidade
sanitaria das sementes de canola pelo método “Blotter test” ou método de papel filtro
(HENNING, 1994). Foram utilizadas 200 sementes de cada tratamento, divididas em
quatro repeticdes de 50 sementes. As sementes foram dispostas individualmente
sobre camada de papel germitest umedecido com agua destilada e esterilizada
(duas folhas de papel germitest) no interior de caixa gerbox (11 x 11 x 3,5 cm)
desinfestado. Os gerbox com as sementes foram incubados em BOD a 24 + 2°C,
com fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo foi realizada apés sete dias de incubacéao,
examinando-se individualmente todas as sementes. Os fungos foram identificados
ao nivel de género, com base em suas caracteristicas morfolégicas visualizadas
(BARNET; HUNTER, 1986).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para campo, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 14
tratamentos com 4 repeticdes, totalizando 56 parcelas. Para a qualidade sanitéaria, o
delineamento experimental foi o inteiramente casulaizado, com 4 repeticdes, sendo
cada repeticdo constituido de um gerbox contendo 50 sementes.

Os dados obtidos no campo foram submetidos a andlise de variancia pelo
teste de F, as médias quando significativas foram comparadas pelo teste Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Os dados de sanidade de sementes foram transformados em
arc sen V(x+0,5)/100. Todas as andlises foram realizadas utilizando o sistema

estatistico R, versdo 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS in vitro
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Para o indice de crescimento micelial houve efeito significativo para os fatores

tratamentos e doses (Tabela 3).

Para o primeiro experimento, analisando

primeiramente cada tratamento dentro das concentracbes (Tabela 3), observa-se

gue na concentracdo de 1000 ppm houve diferenca significativa entre os produtos.

Tabela 3. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Sclerotinia sclerotiorum submetido ao efeito de
tratamentos alternativos em diferentes concentracées in vitro. Ponta Grossa - PR, 2017.

Primeiro experimento

Tratamento Dose (ppm)
0 1 10 100 1000
Fungicida - procimidona 17,75 aB* 25,47 aA* 13,50 fC* 0,00 db* 0,00 eD*
Ascophyllum nodosum 17,75 aAB 20,47 abcA 19,83 bcdeA 16,36 bAB 15,50 cB
Bacillus thuringiensis 17,75 aB 22,42 abcA 25,11 aA 24,83 aA 24,67 aA
Bacillus subtillis 17,75 aB 23,33 abA 21,44 abcAB 6,417 cC 0,00 eD
Bacillus thuringiensis autoclavado 17,75 aAB 9,028 eC 16,03 defB 21,31 abA 1,89 eD
Bacillus subtillis autoclavado 17,75 aA 15,33 dA 18,28 cdefA 0,11 dB 0,00 eB
Fosfito de Cobre 17,75 aA 17,75 cdA 16,11 defA 16,44 bAB 4,11 deB
Fosfito de Mabganés 17,75 aB 22,50 abcA 22,31 abcA 22,69 aA 1,97 eC
Fosfito de Potassio 17,75 aA 21,78 abcA 21,47 abcA 21,75 aA 8,81 dB
Manganés 17,75 aA 21,56 abcA 19,19 bcdeA 20,44 abA 3,89 deB
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 17,75 aAB 19,92 bcdA 15,75 efB 16,33 bAB 8,33 dC
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 17,75 aA 21,81 abcA 20,94 abcdA 20,94 abA 0,00 eB
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 17,75 aB 22,61 abcA 19,14 bcdeAB 22,33 aA 17,83 bcB
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 17,75 aB 23,92 abA 23,67 abA 23,28 aA 20,78 abAB
C.V. (%) 15,82
Segundo experimento
Tratamento Dose (ppm)
0 1 10 100 1000
Fungicida - procimidona 15,39 aB* 25,47 aA* 13,50 cB* 0,00 dcC* 0,00 fC*
Ascophyllum nodosum 15,39 aB 18,81 abcdAB 16,61 abcAB 19,89 abAB 21,53 aA
Bacillus thuringiensis 15,39 aB 23,39 abA 25,67 aA 22,81 aA 23,81 aA
Bacillus subtillis 15,39 aA 0,00 gB 0,00 dB 0,00 dB 0,00 fB
Bacillus thuringiensis autoclavado 15,39 aB 9,03 fC 16,03 cAB 21,31 aA 1,89 fD
Bacillus subtillis autoclavado 15,39 aA 15,33 defA 18,28 bcA 0,11 dB 0,00 B
Fosfito de Cobre 15,39 aA 17,19 bcdA 14,50 cA 14,11 bcA 4,11 defB
Fosfito de Manganés 15,39 aA 14,98 defA 17,47 bcA 18,14 abA 3,25 efB
Fosfito de Potassio 15,39 aAB 18,56 bcdA 13,61 cAB 16,81 abAB 11,67 bcB
Manganés 15,39 aA 16,19 cdeA 15,36 cA 13,19 bcA 3,30 efB
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 15,39 aA 17,78 bcdA 13,75 cAB 9,47 cB 9,50 cdeB
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 15,39 aB 9,47 efC 23,97 abA 23,61 aA 0,33 fD
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 15,39 aB 22,61 abcA 19,14 abcAB 22,33 aA 17,83 abAB
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 1539 aBC 18,69 abcdAB 18,53 bcAB 21,97 aA 10,56 cdC
C.V. (%) 25,23

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variacao.
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O fungicida, B. subtilis ndo autoclavado e autoclavado, e o nutriente Wert
Plus® inibiram o crescimento do patégeno, entretanto néo diferiram estatisticamente
dos tratamentos B. thuringiensis, fosfito de cobre e manganés e nutriente manganés.

Nota-se que, o fungicida também controlou 100% o crescimento do fungo na
concentracdo de 100 ppm, entretanto ndo diferiu estatisticamente do tratamento B.
subtillis autoclavado. Nessa concentracdo, os tratamentos que apresentaram menor
controle do patdgeno foram B. thuringiensis (autoclavado e ndo autoclavado), os
fosfitos de manganés e potassio, e os nutrientes manganés, Wert plus®, Hight
Roots® e Maxi Flor®. Na concentracdo de 10 ppm, novamente o fungicida
apresentou maior controle no desenvolvimento do patdgeno, destacando-se entre os
demais tratamentos, entretanto n&o diferiu estatisticamente dos tratamentos B.
thuringiensis e subtillis autoclavados, fosfito de cobre e V6©®.

Na menor concentracdo testada (1ppm) o tratamento com maior controle do
fungo, superior até mesmo ao tratamento fungicida, foi o B. thuringiensis
autoclavado, seguido pelos tratamentos B. subtillis autoclavado que néo diferiu
estatisticamente do fosfito de cobre e V6©®.

Ja para o segundo experimento (Tabela 3), o tratamento com B. subtillis
controlou 100% o crescimento do fungo em todas as concentracdes testadas. O
fungicida procimidona inibiu 100% o crescimento micelial nas concentracdes de 100
e 1000 ppm.

Na concentracdo de 1000 ppm, nao diferiu estatisticamente dos tratamentos
B. subtillis (autoclavado e ndo autoclavado) e fungicida, os tratamentos B.
thuringiensis autoclavado, fosfito de cobre e manganés, e os nutrientes manganés e
Wert Plus®. O tratamento que apresentou menor controle sobre o crescimento
micelial do fungo, foram os controles biolégicos com A. nodosum e B. thuringiensis
(ndo autoclavado) e o nutriente Hight Roots®.

Na concentracdo de 100 ppm apresentaram maior controle no crescimento
micelial, ndo diferindo estatisticamente, os tratamentos fungicida, B. subtillis
(autoclavado e nédo autoclavado), seguido pelos tratamentos com fosfito de cobre,
manganés e V6®. Na concentracdo de 10 ppm, somente o tratamento com B.
subtillis (ndo autoclavado) inibiu de maneira satisfatério o crescimento micelial do
fungo, assim como na concentracdo de 1 ppm, seguido pelos tratamentos B.

thuringiensis e subtillis (autoclavados), fosfito de manganés e Wert Plus®.
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Provavelmete a inibicdo do crescimento micelialde S. sclerotiorum, pela
bactéria B. subtillis ocorreu pelo fato da bactéria produzir metabolitos volateis e nao
volateis (KAMAL, 2015) que tem a capacidade de alterar a estrutura da parede
celular de fungos fitopatogénicos. Muis e Quimio (2006) também observaram a
difusdo e a volatilidade de metabdlitos toxicos de Bacillus spp, em meio de cultura
sobre o desenvolvimento do fungo Rhizoctonia solani. Os autores puderam
comprovar a efetividade da producdo de compostos toxicos pela bactéria, pela
formacdo de halos de inibicdo durante o crescimento micelial do fungo, além de
compostos volateis que agem como inibidores do crescimento micelial do fungo.

Dentre os compostos produzidos por B. subtillis encontram-se enzimas liticas
(quitinases, proteases e celulases), antibidticos e compostos volateis que possuem
capacidade de alterar a estrutura de diversos fungos fitopatogénicos. Como exemplo
de antibidticos encontram-se o iturim A e surfactina (efetivo no controle de Botrytis
cinerea e R. solani), bacillomicina D (Aspergillus flavus) e a micosubtilina (Pythium
aphanidernatum). Cianeto de hidrogénio, aldeidos, &lcodis, quitonas e sulfideos
estdo entre os representantes dos compostos volateis que sdo produzidos pela
bactéria e que podem causar deformacdo estrutural em diversos fungos
fitopatogénicos (MAHESHWARI, 2013).

Em relacéo ao uso de fosfitos, tem-se observado o efeito toxico destes sobre
o crescimento micelial, esporulacdo e na germinacao de esporos de alguns fungos,
evidenciando assim o modo de acdo direta fungistatica (MULLER, 2015). Segundo
Guest e Grant (1991), a acao dos fosfitos pode ser direta sobre o patégeno ou ainda
indireta, através da inducéo de resisténcia.

Os fosfitos de potassio tém sido utilizados em diversos trabalhos no controle
de fitopatégenos in vitro, como no trabalho de Araujo; Valdebenito e Stadnik (2010)
com Colletotrichum gloesporioides, Schurt et al. (2013) com o fungo R. solani, Muller
(2015) no controle de S. sclerotiorum.

Trabalho realizado por Caixeta, Vieira e Canedo (2012), demonstraram que o
fosfito de potassio possui acdo direta de inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum lindemuthianum e da esporulacdo de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli. O mesmo resultado foi obtido por Ribeiro Junior et al. (2006) com
Verticillium dahliae in vitro.

O tratamento com B. thuringiensis quando autoclavado, no presente trabalho,

também apresentou resultados positivos no controle do crescimento micelial de S.
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sclerotiorum. Resultado semelhante foi relatado por Remuska e Dalla Pria (2007)
também no controle do fungo S. sclerotiorum. Maheshwari (2013) afirma que essa
bactéria, assim como outras bactérias do mesmo género, produzem o antibiotico
zwittermicina A, além de toxinas, como &cido butirico, cianeto, exotoxinas e sulfato
de hidrogénio, porém nado apresentam tanta efetividade no controle de fungos
fitopatogénicos.

O uso de nutrientes, no controle de patégenos também vem sendo testado ha
alguns anos. Chahal e Rawla (1980) ao avaliarem a influéncia de micronutrientes e
compostos organicos no crescimento do fungo Penicillium crustosum Thorn, in vitro,
concluiram que compostos como Fe, Zn, Cu, Mo entre outros compostos organicos
sdo essenciais para o desenvolvimento do fungo em determinadas concentracdes
que quando aumentadas inibem progressivamente o crescimento de hifas, assim
como a sua deficiéncia. Os autores observaram também que os nutrientes Mn, Ca e
Co nao séao requeridos para um normal desenvolvimento do fungo.

Quando compara-se os produtos separadamente, para cada dose, observa-se
no primeiro experimento que os tratamentos fungicida, A. nodosum, e Maxi flor, B.
subtillis (ndo autoclavado) apresentaram reducédo no crescimento micelial do fungo,
com o0 aumento na concentracdo so produto, sendo que o Uultimo tratamento
apresentou 100% de controle do fungo na concetracao 1000 ppm Os tratamentos
fosfito de cobre e Wert plus® apresentaram uma reducdo significativa entre as
concentracdes 100 e 1000 ppm, sendo que nesta Ultima concentracdo, Wert Plus®
apresentou 100% de controle no desenvolvimento do patdgeo.

Houve comportamento quadratico para todos os tratamentos, exceto B.

thuringiensis autoclavado, que nao apresentou efeito para esse fator (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro,
nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos fungicida procimidona
(A) e Ascophyllum nodosum (B). Ponta Grossa - PR, 2017.
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Figura 8 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro,

nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos, Bacillus thuringiensis
ndo autoclavado (A), Bacillus subtillis ndo autoclavado (B), Bacillus subtillis autoclavado
(C), fosfito de cobre (D), fosfito de manganés (E), fosfito de potassio (F), Manganés (G),
V6® (H), Wert Plus® (). Ponta Grossa - PR, 2017.

No segundo experimento

(Tabela 3),

separadamente, o tratamento com B. subtillis apresentou controle no crescimento

avaliando os

tratamentos
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micelial do fungo em todas as concentracdes. Os tratamentos fungicida, fosfito de
cobre, manganés, V6® (Figura 9) apresentaram maior controle no desenvolvimento
do fungo a medida que se aumentou as concentragdes dos produtos, de 1 para 1000
ppm (Figura 9).

Figura 9 - Colbnias de Sclerotinia sclerotiorum com trés dias de idade com incorporagdo dos
tratamentos no meio de cultura nas doses 0 (testemunha) e 1.000 ppm, fungicida (A);
Bacillus thuringiensis autoclavado (B); Bacillus subtillis (C); Bacillus subtillis autoclavado
(D); fosfito de cobre (E); fosfito de manganés (F); manganés (G); Wert Plus® (H); fosfito de
potassio (I), Maxi Flor® (J); V6® (K); High Roots® (L); Ascophyllum nodosum (M); Bacillus
thuringiensis (N) e testemunha (O). Ponta Grossa — PR, 2017.

Houve comportamento linar para os tratamentos A. nodosum e V6® (Figura 9).
Para o tratamento A. nodosum, o crescimento micelial foi diretamente proporcional
ao aumento na concentracdo do produto, jA para tratamento V6®, o crescimento
micelial foi inversamente porpocional, ou seja, com 0 aumento na concentracéo do
produto, houve reducdo no crescimento do patdogeno (Figura 10). Os demais

tratamentos apresentaram comportamento quadratico (Figura 11).
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Figura 10 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro,
nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos Ascophyllum nodosum
(A) e V6®(B). Ponta Grossa - PR, 2017.
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Figura 11 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro,
nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos fungicida procimidona
(A), Bacillus thuringiensis (B), Bacillus subtillis (C), Bacillus thuringiensis autoclavado (D),
Bacillus subtillis ndo autoclavado (E), fosfito de cobre (F), fosfito de manganés (G),
manganés (H), Wert Plus® (1), High Roots® (J) e Maxi Flor® (K). Ponta Grossa - PR, 2017.
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5.2 METODO DA FOLHA DESTACADA

Para a AACPD em folhas de canola destacadas, ndo houve diferenca
significativa para os fator aplicacdo (lado esquerdo nao foi aplicado produto, lado
direito com a aplicacdo do produto), indicando ndo haver inducdo de resisténcia
sistémica adquirida dos produtos testados para o patdgeno. No entanto, para o fator
tratamento, fungicida e B. subtillis apresentaram menor severidade, controlando
100% o desenvolvimento do patégeno em ambos os lados da folha, entretanto nao

diferiram estatisticamente da testemunha (Tabela 4, Figura 12).

Tabela 4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum),
no teste da folha destacada, em folhas de canola (Brassica napus) sem aplicagdo do
tratamento (lado esquerdo) e com aplicagdo do tratamento (lado direito) Ponta Grossa -

PR, 2017
Grupo Tratamento Lado Esquerdo Lado Direito
Testemunha 64,0 bA* 72,8 bA*
Quimico fungicida - procimidona 0,0 bA 0,0 bA
Biologico Bacillus thuringiensis 92,7 aA 90,0 bA
Ascophyllum nodosum 45,8 bA 45,2 bA
Bacillus subtillis 0,0 bA 0,0 bA
Trichoderma asperellum 131,6 aA 144.8 aA
Indutores fosfito de potassio 20,1 bA 19,5 bA
fosfito de manganés 78,8 bA 65,4 bA
fosfito de cobre 100,3 aA 100,5 bA
acibenzolar-S-metilico 150,4 aA 137 aA
Micronutrientes N - 18%, K»0 - 6% (Hight Roots®) 60,8 bA 70,6 bA
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6°) 177,4 aA 203,6 aA
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 156,1 aA 143,7 aA
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 55,8 bA 56,0 bA
Manganés 65,7 bA 61,1 bA
C.V. (%) 112,48

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variacao.

Procimidona é o fungicida utilizado pelos produtores no controle do mofo
branco na cultura da canola. Trata-se de um fungicida do grupo das dicarboximidas,
sistémico com ac&o protetora e curativa. E absorvido pelas raizes com translocacéo
para folhas e flores, esse grupo inibe a germinacdo de esporos, promove a
ramificacdo, intumescimento e andlise de hifas, inibindo o crescimento micelial dos
fungos (TORNINCASA et al., 2002).
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A bactéria B. subtillis € relatada na literatura como potencial controle de
Sclerotinia na cultura da canola, assim como em outras culturas. Kamal (2015)
avaliando podriddo da haste na canola obteve resultado positivo com o uso de B.
subtillis e B. cereus. Esse autor observou via microscopia eletrdnica, hifas
vacuoladas do fungo, com perda de citoplasma e a camada do esclerodio
completamente rompida com colonizacdo bacteriana, indicando essas bactérias

como possiveis biopesticidas microbianos.

Figura 12 - Lesdo em folha de canola (Brassica napus) apés 3 dias de inoculagdo com Sclerotinia

sclerotiorum (A) e apés 5 dias de inoculacdo (B). Ponta Grossa - PR, 2017.

Os tratamentos, mesmo nédo diferindo da testemunha, mas que apresentaram
maiores valores de severidade foram B. thuringiensis, T. asperelum, fosfito de cobre,
ASM, V6°® e Maxi Flor®.

5.3 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

As plantas tratadas com fosfito de cobre B. thuringiensis e B. subitillis
reduziram a AACPD quando comparada com a testemunha, nao diferindo
estatisticamente do fungicida. Os demais tratamentos nao diferiram da testemunha
(Tabela 5).

O controle quimico de S. sclerotiorum, é feito pelo fungicida procimidona do
grupo das dicarboximidas. Foi o tratamento com menor lesdo na haste da canola no
presente trabalho (Figura 13). Trata-se de fungicida sistémico, com acéo protetora e
curativa, absorvido pelas raizes com translocacao para folhas e flores, inibindo a
germinacao de esporos, promovendo a ramificagdo, intumescimento e lise de hifas,

além de inibir o crescimento micelial dos fungos (TORNINCASA et al., 2002).
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Tabela 5 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de Sclerotinia sclerotiorum em
plantas de canola (Brassica hapus) em casa de vegetacdo, Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Tratramento AACPD Les&o
Testemunha 8,92 a*
Quimico fungicida - procimidona 2,37b
Bacillus thuringiensis 4,70 b
Bioldgico Bacillus subtillis 4,66 b
Trichoderma asperellum 6,74 a
acibenzolar-S-metilico 7,01 a
Indutores fosfito de manganés 7,75 a
fosfito de potassio 7,96 a
fosfito de cobre 3,52 b
C.V. (%) 56,53%

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variagéo,

O controle quimico de S. sclerotiorum, é feito pelo fungicida procimidona do
grupo das dicarboximidas. Foi o tratamento com menor leséo na haste da canola no
presente trabalho (Figura 13). Trata-se de fungicida sistémico, com acédo protetora e
curativa, absorvido pelas raizes com translocacdo para folhas e flores, inibindo a
germinacao de esporos, promovendo a ramificacdo, intumescimento e lise de hifas,
além de inibir o crescimento micelial dos fungos (TORNINCASA et al., 2002).
Segundo Tomlin (2002) citado por Rodrigues (2006) este fungicida € utilizado no
controle dos fungos do género Botrytis, Sclerotinia e Helminthosporium spp, em
fruteiras, videira, olericolas, ornamentais, cereais, girassol, canola, soja, amendoim e
tabaco. Cardoso et al. (2015) avaliando a eficiéncia de fungicidas no contole do mofo
branco na cultura da soja, obtiveram resultados satisfatorios na reducdo da
severidade da doenca com o uso de fungicidas tiofanato-metilico, procimidona e
fluazinam, o mesmo resultado foi obtido por Meyer et al. (2015) na cultura da soja e
Aguiar (2011) na cultura do tomate e feijao (VENEGAS; SAAD, 2010). Entretanto
para o fungo Sclerotium rolfsii 0 produto procimidona ndo apresentou controle da
doenca na dose utilizada (PACHECO, 2012).
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Figura 13 - Planta de canola (Brassica napus) inoculada com o fungo Sclerotinia sclerotiorum, pelo
método do palito, em casa de vegetacdo, tratada com fungicida procimidona. Ponta

Grossa - PR, 2017.

O fosfito de cobre, assim como o fungicida também apresentou baixo AACPD
(Figura 14, Tabela 5). Ha relatos de que estes compostos podem atuar diretamente,
inibindo o crescimento micelial e esporulacdo do patégeno e indiretamente, ativando
mecanismo de defesa da planta, através da producédo de fitoalexinas (JACKSON et
al., 2000; MCGRATH, 2004). Ribeiro Junior (2008) relatou que este tratamento pode
controlar doenca de forma direta por toxidez, inibindo germinacdo de esporos, ou de
forma indireta por meio da inducdo de resisténcia pela ativacdo de proteinas

relacionadas a patogénese e pelo aumento nos teores de compostos fendlicos.

Figura 14 - Planta de canola (Brassica napus) inoculada com o fungo Sclerotinia sclerotiorum, pelo
método do palito, em casa de vegetacao, tratada com fosfito de cobre. Ponta Grossa-PR,

2017.

Muitos trabalhos demostram que fosfitos de cobre além de favorecer a

prevencdo e a cura das doencas produzidas por fungos, melhoram o estado
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nutricional das plantas, fator esse que reduz a predisposicdo ao ataque de
patégenos (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005; BENDENDO; AMORIM, 2011).
Toyota (2008) avaliando a ferrugem do café, relatou reducdo na severidade desta
doenca no campo em 81% quando usado o fosfito de cobre, comparado a
testemunha, e relata que o fosfito apresentou controle semelhante ao do fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina; na dose de 500 mL 100 L, obteve controle inferior
ao fungicida mas superior a testemunha.

Santos et al., (2012) avaliando doengas do trigo, ndo encontrou controle de
macha amarela (Drechslera tritici-repentis (Died), ferrugem (Puccinia triticina Eriks) e
oidio (Blumeria graminis Speer f. sp. tritici) quando usado o fosfito de cobre de forma
isolada. Isso demonstra que apesar de apresentar grandes beneficios quando usado
no controle de doencas, essas vantagens podem ser reforcadas com a interagao
com outros tratamentos, como fungicida por exemplo. E o que mostra os resultados
obtidos por Pacheco (2012) no controle de Sclerotinia rolfsi, na cultura do feijao, o
autor relata que uso de fosfito de cobre apresentou como uma alternativa junto aos
fungicidas e controle biolégico com Trichoderma.

N&o diferindo estatisticamente do fungicida e fosfito de cobre, os tratamentos
com B. thuringiensis, B. subtillis (Tabela 5), também apresentaram um menor
tamanho de lesdo na haste da canola, mostrando assim um maior controle da
doenca. Ha trabalho comprovando o uso desses agentes bioldgicos no controle de
Sclerotinia, sendo citado os géneros como Pseudomonas, Agrobacterium e Bacillus
(FERNANDO et al., 2004).

As espécies do género Bacillus sdo consideradas potenciais agentes de
biocontrole de doencas foliares e de solo (JACOBSEN; ZIDACK; LARSON, 2004).
Ha relatos do uso dessa bactéria no controle de S. sclerotiorum na cultura da canola
(KAMAL, 2015). Foi relatada inibindo o crescimento de hifas e germinacédo de
esclerddios do fungo S. sclerotiorum (FERNANDO et al., 2004). Chen et al., (2014)
ao fazer analise por microscopia eletrénica de varredura, observaram vacuolizacao
e desintegracdo no citoplasma das hifas do fungo, onde a bactéria se desenvolveu.
Além disso, houve um atraso no processo de infec¢do do patdégeno no hospedeiro.
Outra estirpe de B. subtillis, estudada por Gao et al. (2014), apresentou um amplo
espectro antifungico no micélio de S. sclerotiorum, causando reducao na germinacao

de esclerodios e severidade da doenca. Os autores observaram que a bactéria
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causou inchaco e vazamento do citoplama da hifa e subsequente desintegracdo e
colapso da célula.

Espécies do género Bacillus produzem uma ampla gama de lipopeptidios
bioativos, compostos que suprimem os patdogenos das plantas através do
mecanismo de antibiose (CHEN et al., 2014). Na cultura da canola, essas bacterias
reduzem a severidade do mofo branco alem de inibir a germinacao de esporos de S.
sclerotiorum (KAMAL, 2015; FERNANDO et al, 2004). No entanto ndo ha relatos na
literatura de B. thuringiensis no controle de S. sclerotiorum na cultura da canola.

Os demais tratamentos ASM, T. asperellum , fosfito de manganés e fosfito de
potassio, ndo diferiram estatisticamente da testemunha (Figura 15), mesmo
apresentando um tamanho de leséo inferior a esta ultima.
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Figura 15 - Planta de canola (Brassica napus) inoculada com o fungo Sclerotinia sclerotiorum, pelo
método do palito, em casa de vegetacdo. Ponta Grossa - PR, 2017.

Esperava-se que o indutor ASM (Figura 16) reduzisse a severidade da
doenca, entretanto encontra-se trabalhos na literatura onde nem sempre o indutor
oferece protecdo contra determinados patdégenos, como no presente experimento
(Figura 16). Walters; Ratsep e Havis (2013) ndo obtiveram em seu trabalho controle
sob o patégeno Ascochyta, em experiéncias de campo com a cultura do café.
Resultado semelhante também foi obtido por Barilli; Prats; Rubiales (2010) onde
ASM néo apresentou controle na infeccdo por ferrugem em plantas de ervilha,
causadas por Uromyces pisi. Experimentos de campo com cevada ndo mostraram
qualquer efeito de ASM contra o virus nanismo amarelo da cevada (HUTH; BALKE,
2002), e também ndo forneceu controle significativo da bactéria Xanthomonas
axonopodis pvs citrumelo na cultura da laranja (GRAHAM; LEITE, 2004). Esse
indutor até mesmo foi relatado aumentando a infeccdo do fungo Cercosporidium

personatum, na cultura do amendoim (ZHANG et al., 2001). Araljo e Menezes
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(2009), ao avaliarem o efeito de inducéo de resisténcia de B. subtillis (pulverizacéo
foliar e por aplicacdo ao solo) e de ASM em plantas de tomate em de casa de
vegetacado observaram que a aplicacéo foliar desses tratamentos nao foi eficiente no
controle das doencas incidentes. Porém, quando aplicado ao solo, B. subtillis
diminuiu significativamente a severidade das doencas quando comparado a

testemunha, indicando uma resisténcia induzida de natureza sist€mica.

Figura 16 - Planta de canola (Brassica napus) inoculada com o fungo Sclerotinia sclerotiorum, pelo
método do palito, em casa de vegetacdo, tratada com acibenzolar-S-metilico. Ponta
Grossa - PR, 2017.

O tratamento com o fungo T. asperellum (Figura 17), também nao diferiu

7

estatisticamente da testemunha, entretanto é relatado na literatura como um

importante controle biolégico de patdégenos.

Figura 17 - Planta de canola (Brassica napus) inoculada com o fungo Sclerotinia sclerotiorum, pelo
meétodo do palito, em casa de vegetacdo, tratada com Trichoderma asperellum. Ponta
Grossa - PR, 2017.
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Mehta; Hieu; Sangwan (2012), obtiveram resultados satisfatérios no controle
do mofo branco com o tratamento a base de Trichoderma harzianum. Os autores
relataram uma reducao linear do crescimento micelial e producédo de apotécio de S.
sclerotiorum, além de reduzir o comprimento da lesdo e a incidéncia da doenca
qguando aplicado simultaneamente, ou sete dias antes da inoculacdo de patégenos
sob condicfes de casa de vegetacéo.

O antagonismo ocorre em resposta a estimulos quimicos liberados pelo
hospedeiro (CHET; BENHAMOU; HARAN, 1998) e os mecanismos utilizados por
Trichoderma sédo: producdo de antibidtico; competicdo; micoparasitismo (fenémeno
em que determinado microrganismo obtém nutrientes a partir das células vivas e
funcionais do hospedeiro com quem vive em intima associa¢cdo) (PACHECO, 2012).
Segundo Howell (2003), as quitinases e [(3-1,3-glucanases produzidas por algumas
espécies de Trichoderma, sdo as enzimas chave no processo de lise das paredes
celulares durante a acdo micoparasitica contra fungos patogénicos.

Os tratamentos com fosfito de potassio e manganés também nao diferiram
estatisticamente da testemunha no controle de S. sclerotiorum. Resultados
semelhantes foram obtidos por Camochena (2015), que avaliando o controle desse
mesmo fungo na cultura da soja, relatou que nenhum dos fosfitos testados afetou o
crescimento micelial e a germinacéo dos esclerddios, nem influenciou na sintese de
fitoalexinas.

No segundo experimento os tratamentos que apresentam menor AACPD
(Tabela 6) foram: controle quimico com fungicida, controle biolégico com B. subtillis,
com os indutores fosfito de manganés, fosfito de potassio, fosfito de cobre e os
micronutrientes High Roots®, V6®. Os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente da testemunha.

Hight Roots® é composto pelo nutriente potassio, a aplicacdo deste
tratamento segundo Huber e Graham (1999) diminuiu a suscetibilidade das plantas a
doencas. Como ja citado, o potassio possui fun¢des importantes no metabolismo
das plantas, auxiliando na sintese de compostos como proteinas, amido e celulose,
além de promover o desenvolvimento de parede celular mais espessa nas células
epidérmicas (MARSCHNER, 2002).
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Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de Sclerotinia sclerotiorum em
plantas de canola (Brassica napus) em casa de vegetacdo. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Produtos AACPD leséo
Testemunha 114,58 a*
Quimico fungicida - procimidona 81,04 b
Bacillus thuringiensis 107,29 a
Biologico Bacillus subtillis 441 b
Trichoderma asperellum 108,82 a
Ascophyllum nodosum 95,35a
acibenzolar-S-metilico 119,52 a
Indutores fosfito de manganés 64,50 b
fosfito de potassio 46,57 b
fosfito de cobre 41,22 b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 105,01 a
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 151,19 a
Micronutrientes Manganés 122,085 a
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 81,48 b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 64,625 b
C.V. (%) 55,64%

*Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variacao,

O tratamento V6® (Tabela 6), teve uma resposta semelhante ao fosfito de
manganés, possuindo em sua formulacdo manganés (2,5%), zinco (1,9%) e
molibdénio (0,16%).

O zinco tem papel fundamental na protecdo contra oxidacdo da membrana
plasmatica e das proteinas. Ao manter a estrutura e a integridade da membrana
plasmatica, controla a permeabilidade e protege a planta contra varios patdégenos
(GREWAL; GRAHAM; RENGEL, 1996). A aplicacdo de zinco pode ainda reduzir a
severidade da doenca pelo seu efeito toxico no patdgeno e ndo pelo metabolismo da
planta (GRAHAM; GRAHAM 1991).

O molibdénio € um micronutriente essencial a planta e catalisa reacdes de
reducdo em algumas enzimas do tecido foliar. Dentre estas enzimas estdo a nitrato
redutase e a sulfoxidase (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O calcio reduz a severidade de muitas doencas causadas por patbgenos que
atacam raiz e colmo, como Rhizoctonia, Sclerotium, Botrytis, Fusarium oxysporum e
o nematoide Ditylenclus dipsaci. O efeito do calcio na resisténcia as doencas esta
relacionado ao seu efeito na composicéo das paredes celulares das células gerando
resisténcia a penetracéo pelos patdogenos (AGRIOS, 2005).

Os demais tratamentos (Tabela 6) B. thuringiensis, T. asperellum, A. nodosun,

ASM, Wert Plus®, manganés e Maxi Flor®, apresentaram os maiores valores de
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lesdo, sendo os dois ultimos tratamentos com valores superiores a testemunha, o
qgue indica que ao invés de inibirem o crescimento do patdgeno, estimularam o
mesmo, resultado que se confirma aos encontrados na avaliagdo de crescimento
micelial, observado pelo teste in vitro.

Um exemplo disso foi observado no tratamento com a alga A. nodosum,
assim como no presente trabalho, alguns autores, ndo obtiveram resultados
satisfatorios com o uso do extrato de alga, a exemplo de Gabardo (2015) no controle
do oidio e da ferrugem asisética na cultura da soja.

Nesi et al., (2013) também avaliaram o efeito de inducéo de resisténcia de A.
nodosum em variedades de morango, os autores concluiram que a aplicacdo do
extrato de alga néo foi eficiente no controle do patégeno Mycosphaerella fragariae,
assim como Jacques (2015) que também ndo obteve resultado positivo com esse

tratamento no controle de Colletotrichum graminicola em plantas de milho.

5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA

5.4.1 Peroxidase

A atividade de peroxidase foi alterada em funcdo dos tratamentos utilizados
entre as folhas, da planta de canola, tratadas e ndo tratadas. Foram observadas
também diferencas estatisticas significativas entre os intervalos de coleta das
amostras a 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculacdo do patdégeno (Figura 18).

Quando comparados os tratamentos em cada horario de coleta, observa-se
gue na coleta de 24 horas (Figura 18), os tratamentos que apresentaram menor
atividade da peroxidase foram as folhas tratadas com B. subtillis, testemunha (sem
inoculacéo do fungo) e as folhas pulverizadas e ndo pulverizadas com fungicida.

Na coleta de 48 horas houve uma reducdo na atividade de peroxidase em
alguns tratamentos (Figura 18). As plantas que apresentaram maior atividade
enzimatica, foram as folhas pulverizadas com o indutor ASM, fosfito de cobre e
fungicida. Porém a maior atividade foi observada nas folhas ndo pulverizadas nos

dois Ultimos tratamentos.
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Na coleta de 72 horas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
mas pode-se observar reducao da atividade de peroxidase no tratamento com fosfito
de cobre, nas folhas néo pulverizadas, diferente da coleta as 48 horas (Figura 18C).

Possivelmente essa baixa atividade em folhas pulverizadas pode ter ocorrido
devido a fitotoxidez observada nas plantas, principalmente nas tratadas com fosfito
de potassio e cobre.

Ao analisar cada tratamento, observa-se que ndo houve diferenca estatistica
dentro dos trés tempos de coleta, para a maioria dos tratamentos. Os tratamentos
que tiveram mudancas na atividade enzimatica fosfito de cobre e fungicida (folha
nao tratada) no periodo de 24 horas, com uma baixa atividade eznimatica. Esses
tratamentos tiveram um aumento da atividade durante a coleta de 48 horas, sendo
reduzida novamente essa atividade na coleta de 72 horas, quando comparados aos
demais tratamentos.

Diversos trabalhos tém demonstrado efeitos positivos das peroxidades sobre
a inducéo de resisténcia de plantas (CAMPOS et al.,, 2004; CAVALCANTI et al.,
2008). Avila (2009) avaliou o efeito do fornecimento de fosfito sobre o crescimento,
nutricdo fosfatada e aspectos da inducdo de resisténcia em milho e relatou como
resultado que a substituicdo de 1/4 de fosfato por fosfito na adubacéo fosfatada
promoveu a elevacdo dos teores de lignina nos tecidos foliares da planta,
apresentando o mesmo efeito para a atividade de peroxidases. O autor afirmou que
esse comportamento evidencia o efeito eliciador do fosfito nos mecanismos de
defesa do milho. Ja Ribeiro Junior et al. (2006) ndo observaram influéncia de fosfito

na atividade de peroxidase em cacaueiro.
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Figura 18 - Atividade de peroxidase em plantas de canola (Brassica napus) tratadas e inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum, 24 horas (A) 48 horas (B) e

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). Letras

.,

, hao

72 horas (C) apés a inoculagao do patdogeno. Médias seguidas de mesma letra

las comparam os tratamentos dentro do mesmo tempo

de coleta e letras mailscu

arios

z

las comparam o mesmo tratamento entre os hor

mindscu

de coleta. Ponta Grossa — PR, 2017.
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5.4.2 Polifenoloxidase

N&o foi relatado no presente trabalho a atividade da enzima polifenoloxidase
nas plantas de canola, ndo sendo significativo a diferenca para os tratamentos
utilizados nos trés periodos de coleta (24, 48 e 72 horas) (Figura 18). O mesmo
resultado foi relatado por Kuhn (2007), onde o autor verificou alteracdes bioquimicas
e fisiologicas correlacionando-as com parametros de producdo do feijdo entre a
inducdo mediada por ASM e B. cereus, no controle de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli. O autor relatou que a atividade de polifenoloxidase nédo foi alterada em
funcdo dos indutores (ASM e B. cereus) bem como em funcdo do numero de
aplicaces ao longo do ciclo da cultura, resultado contrario ao da enzima peroxidase,
que foi ativada pelo uso dos tratamentos.

5.5 EXPERIMENTO A CAMPO

Foram realizadas trés épocas de semeadura, duas na Fazenda Escola
Capao da Onca, ano 2015 e 2016 e uma na Fazenda Limeira, 2016. A primeira
época na Fazenda Escola Capao da Onca (2015) ndo teve ocorréncia da doenca.
Isso ocorreu provavelmente pelas condicdes ambientais que ndo foram favoraveis
ao patégeno (Anexo 1) e/ou auséncia de indculo no campo.

Somente na segunda época (2016) houve incidéncia do fungo S.
sclerotiorum, sendo assim, os resultados a AACPD, estéo divididos de acordo com o
local do experimento.

Houve diferenca nos tratamentos de melhor controle entre as localidades,
segundo Walters; Ratsep e Havis (2013) varios fatores influenciam na inducédo de
resisténcia das plantas, podendo fatores como genética do hospedeiro, presenca de
microrganismos simbiontes e micorrizicos na area, tratamento de sementes,
doencas poés colheita, uso de material transgénico, frequéncia de aplicacdo do
elicitor, combinacdo da inducdo de resisténcia a outros fatores biolégicos, assim
como a influéncia de fatores abidticos como o0 ambiente.

Todos esses fatores podem interferir aumentando ou nao a resisténcia no
hospedeiro, € provavel, portanto, que no campo, as plantas serdo pelo menos

parcialmente induzidas através da interagdo com fatores biético e abidtico.
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5.5.1 Area experimental Fazenda Limeira - Guaragi

Aos 45 DAE (dias apdés a emergéncia) os primeiros sintomas foram
visualizados ainda nas folhas (Figuras 19 A e B) com apodrecimento das mesmas,
ainda sem ocorréncia na haste. Apos dez dias pode-se observar as primeiras lesdes
na haste (Figura 19 C) de coloracdo acinzentada, ainda sem desenvolvimento de
micélio. Posteriormente ocorreu desenvolvimento de uma lesdo encharcada que
mais tarde progrediu com a seca total da planta (Figura 19 D). Foi observada

também, a ocorréncia de micélio do fungo nas silicas da planta (Figura 19 E).

Figura 19 - Planta de canola (Brassica napus) com infeccdo do fungo Sclerotinia sclerotiorum nas
folhas (A), inicio da lesdo na haste (B) lesédo ja formada na haste (C) desenvolvimento do
fungo em toda a haste da planta com posterior seca da mesma (D) siliqua com micélio
do fungo Sclerotinia sclerotiorum (E). Ponta Grossa-PR, 2017.
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Foi observado que a ocorréncia da doenca teve inicio na fase de floracéao
plena da cultura, visto que ha relatos na literatura que o periodo de infec¢cdo ocorre
em plena floragéo, ja que o fungo infecta as flores da planta (KAMAL, 2015). O clima
estava favoravel para a ocorréncia da doenca, com maior ocorréncia de chuvas e
umidade relativa, juntamente com temperaturas mais baixas (Anexo 2).

As parcelas sem tratamento (testemunha) apresentaram os maiores valores
de severidade da doenca (Tabela 7), ndo diferindo dos tratamentos Maxi Flor®,
manganés e High Roots®. Os demais tratamentos apresentaram menor severidade
da doenca quando comparados a testemunha.

Tabela 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) Sclerotinia sclerotiorum em funcéo

dos tratamentos realizados em canola (Brassica napus) na area experimental Fazenda
Limeira — Guaragi, safra 2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Tratamento AACPD
Testemunha 295,42 a*
Quimico fungicida - procimidona 172,23 b
Bacillus thuringiensis 133,84 b
Bacillus subtillis 147,81 b
Trichoderma asperellum 142,81 b
Biologico Ascophyllum nodosum 143,46 b
fosfito de manganés 117,21 b
fosfito de potassio 147,83 b
fosfito de cobre 48,48 b
acibenzolar-S-metilico 83,41 b
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 162,36 b
Micronutrientes Manganés 202,63 a
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 225,00 a
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6°) 135,84 b
C.V. (%) 25,62

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; C.V.= coeficiente de variacéo,

O uso de fosfitos no controle de doencas vem tomando cada vez mais espaco
na agricultura. Esses compostos, sustentaveis, ndo causam impacto ambiental,
fornecem nutricdo para planta, visto que séo tipos de fertilizantes (PACHECO,
2012), por apresentarem alta solubilidade em &gua, s&o absorvidos mais
rapidamente por raizes e folhas (RIBEIRO JUNIOR, 2006).

Os estudos sobre a utilizagdo desses compostos para o controle de doencas

sao recentes, como por exemplo, o trabalho de Brackmann et al., (2004) em frutos
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de maca (Malus domestica Borkh,) para o controle de Penicillium e Ribeiro Junior et
al. (2006) para o controle de Verticillium dahliae Kleb em cacaueiro.

Fosfitos de potassio possuem excelentes qualidades sanitarias, com
atividades fungicidas, atuando diretamente sobre os fungos ou ativando o
mecanismo de defesa das plantas (REUVENI, 1997). Segundo alguns autores,
existem dois modos de acdo dos fosfitos relacionados ao controle de doencas de
plantas, acdo direta na inibicdo do crescimento dos patdégenos quando estes entram
em contato com o fosfito acumulado nos tecidos das plantas (WILKINSON et al.,
2001; De NARDI et al., 2010; WALTERS; RATSEP; HAVIS 2013) e o estimulo da
defesa das plantas, na auséncia ou presenca dos patdogenos (JACKSON et al.,
2000).

Além de favorecer a prevencdo e a cura das doencas produzidas por fungos,
associa-se 0 uso de fosfito a melhoria do estado nutricional das plantas (NOJOSA;
RESENDE; RESENDE, 2005), sabe-se que palntas bem nutridas apresentam uma
menor predisposicdo ao ataque de patégenos (BENDENDO; AMORIM, 2011).
Existem varios trabalhos na literatura que relatam o uso de fosfitos para o controle
de Oomycotas, entretanto, 0s mecanismos através dos quais esse controle ocorre
ainda sao inconclusivos (DALIO et al., 2012). Pode-se citar o trabalho de Galvao et
al. (2006) no qual o uso de fosfito controlou Plasmopara viticola em videira, no
controle de Phytophthora spp em citrus e faia, por Passos; Rezende; Carvalho,
(2014). Estes autores relataram controle de 100% desse patégeno nas respectivas
culturas com o uso de fosfito de potassio nas doses de 5 e 2mL L1, observaram
reducdo do DNA do patdgeno em ambas as culturas além de maiores concentracdes
de proteinas totais e atividade de B-1,3-glucanase.

Os fosfitos se mostraram eficazes no controle de doengcas como
Asperisporium caricae e P. palmivora no mamoeiro (DIANESE et al., 2007) e
Sclerotinia rolfsi na cultura do feijdo (PACHECO, 2012).

Os fosfitos séo capazes de influenciar negativamente no desenvolvimento dos
fitopatdgenos e sua fungitoxicidade varia entre as espécies e depende
principalmente da exposi¢cdo do patdogeno a estes compostos (DALIO et al., 2012).
Devido a capacidade dos fosfitos em afetar a sintese da parede celular, esses
produtos reduzem a esporulagdo e o crescimento micelial dos fitopatdogenos,

exercendo atividade fungistatica resultando na redugéo de doengas (ROMA, 2013).
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Outro tratamento muito utilizado no controle de doencas € indutor acibenzolar-
S-metilico (ASM), sabe-se da importancia desse elemento na inducédo de resisténcia
das plantas e os relatos do mesmo no uso de diversas culturas no controle de
diferentes patdgenos. Gabardo (2015) usando esse tratamento, obteve controle na
severidade de oidio na cultura da soja, entretanto ndo obteve os mesmos resultados
para o controle de mildio e ferrugem asiatica. Mesmos resultados foram relatados
por Silva; Santos e Gomes (2014) e Friedrich et al. (1996), tendo esses Ultimos
autores avaliado mildio na cultura do fumo.

Segundo Yamaguchi (1998) o ASM nao possui acao fungistatica e desenvolve
um papel semelhante ao acido salicilico na via de transducéo do sinal que leva a
resisténcia sistémica adquirida. E possivel encontrar na literatura, autores que nao
obtiveram resultados satisfatérios com o uso de ASM. Gorlach et al. (1996) nédo
tiveram controle sobre oidio na cultura do trigo.

Em termos de controle pratico de doencas, a frequéncia de aplicacdo do
indutor € uma consideracdo essencial e embora espera-se que a resisténcia
induzida pudesse proporcionar um resultado duradouro de protegéo, exigindo assim
menor namero de aplicaces do elicitor, isso hem sempre ocorre. Por exemplo, em
experiéncias de campo avaliando a eficacia do ASM contra podriddo bacteriana no
tomate, Huang et al. (2012) descobriram que as aplicagbes semanais
proporcionaram um controle da doenca, consideravelmente melhor do que as
aplicacbes a cada duas semanas. A reducdo significativamente da eficacia da
resisténcia induzida fornecida por ASM foi relatada 9-12 dias apOs a aplicacao
(CAVALCANTI et al., 2006), e embora a reaplicacdo do ASM possa levar a rapida
(dentro de 2 dias) expressdo de PR-1, a expressédo diminuiu consideravelmente
depois disso (HARMAN et al., 2007).

Os trabalhos com micronutrientes, no controle de doencas de plantas, ainda
sao escassos na literatura. No presente experimento, 0S micronutrientes que
apresentaram controle na severidade de mofo branco na cultura da canola, foram
Wert Plus® e V6® (Tabela 7).

Wert Plus® é composto por toxinas produzidas pelo cultivo de diferentes
microrganismos: B. subtillis, Gliocladium catenulatum, Trichoderma sp., Trichoderma
harzianum, Azotobacter chroococcum, e micronutrientes Cu, Zn e Mg. Sabe-se da
importancia do uso de microrganismos antagonistas e dos nutrientes para um

melhor desenvolvimento da planta, fornecendo resisténcia a ocorréncia de doencas.
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Resultados satisfatorios com o uso desse tratamento foi obtido por Gabardo
(2015) na cultura da soja no controle de oidio, Truylio (2015) no controle da
antracnose no feijao e Jacques (2015) no controle da antracnose no milho.

Segundo Marschner (1995) a protegdo promovida pela nutrigio mineral
equilibrada tem como consequéncia a formacéo de uma eficiente barreira fisica, com
inibicdo a penetracdo das hifas, ou melhor, controle da permeabilidade da
membrana citoplasmatica. Isso evita a saida de acuUcares e aminoacidos para 0s
espacos intercelulares e constitui barreira quimica, com a producédo ou a formacgéo
de compostos fendlicos.

Na variavel produtividade, os melhores resultados foram observados nos
tratamentos biologicos, os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente da

testemunha (Tabela 8).

Tabela 8 - Produtividade (Kg ha?') em funcdo dos tratamentos realizados em canola (Brassica
napus), area experimental Fazenda Limeira - Guaragi, safra 2016. Ponta Grossa - PR,

2017.
Grupo Tratamento Produtividade
Testemunha 291,50 b *
Quimico fungicida - procimidona 300,27 b
Bacillus thuringiensis 336,67 a
Bacillus subtillis 337,213 a
Biolégico Trichoderma asperellum 393,78 a
Ascophyllum nodosum 366,855 a
Indutores fosfito de manganés 298,70 b
fosfito de potassio 284,35b
fosfito de cobre 279,11 b
acibenzolar-S-metilico 243,95 b
i _ Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 280,09 b
Micronutrientes Manganés 311,86 b
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 303,10 b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6%) 3176 b
C.V. (%) 11,86

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; C.V.= coeficiente de variac&o.

Entre os tratamentos bioldgicos, o tratamento com T. asperellum foi o que
apresentou maior produtividade, mas nao diferiu estatisticamente dos demais
produtos biolégicos. Resultado semelhante foi encontrado Harman (2000) na cultura
do pimentdo. A interferéncia de Trichoderma em plantas e 0 aumento na

produtividade ocorrem devido a sua capacidade em colonizar raizes (HARMAN et
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al., 2004), sendo um fungo facilmente isolado do solo. Auxilia no controle de varios
fitopatdgenos do solo, agindo por antibiose, competicdo, parasitismo ou até mesmo
induzindo defesas na planta (HOWELL, 2003).

Trichoderma spp, pode agir através do micoparasitismo na inativagdo de
esclerodios no solo, ou entdo através do parasitismo de hifas de S. sclerotiorum,
reduzindo a incidéncia e severidade na cultura e menor producdo de esclerédios
nas plantas (VRISMAN et al., 2010). Isso é possivel devido a produgéo de enzimas
como quitinases e glucanases que ajudam na degradacdo de substancias como
polissacarideos, quitinas e B glucanos, que sao compostos que conferem rigidez a
parede celular de fungos fitopatogénicos, com a quebra desses compostos a
integridade da parede celular do fungo € destruida (HOWELL, 2003).

Entretanto esse fungo apresenta grande diversidade, por estar presente em
grande parte do mundo, uma espécie de Trichoderma isolada em uma regido quente
pode ndo ter a mesma eficacia no controle de patdgenos em regifes mais frias, e
vice-versa (BERGER, 2015). Paula Junior et al., (2009), observaram que em
experimento realizado em feijdo na estacao de inverno, em que a temperatura média
durante o experimento foi ao redor de 20°C, na regido de Vigcosa — MG, o uso de
Trichoderma spp, ndo mostrou eficiéncia no controle do mofo branco. Porém,
Gorgen et al. (2009) obteve sucesso ao utilizar Trichoderma spp, no controle do
mofo branco na soja, em Jatai-GO, no verdo, onde a temperatura € mais alta,
demonstrando alta colonizacdo de esclerédios no solo.

Berger (2015) avaliou o efeito de diferentes microrganismos antagbnicos a S.
sclerotiorum aplicados tanto no inverno, como no verdo, além de avaliar a viabilidade
de esclerddios no solo, assim como incidéncia e severidade da doenca nas culturas
de soja e canola e obteve como resultado que os agentes de controle biolégico de
mofo branco T. harzianum, T.asperellum, Coniothyrium minitans e B. subtillis foram
eficientes na reducédo da viabilidade de esclerddios do solo. A bactéria B. subtillis foi
a mais eficaz na inviabilizacdo de esclerddios, tanto no verdo como no inverno, T.
harzianum e T. asperellum se mostraram eficazes na reducdo da viabilidade de
esclerédios somente no verdo, ndo mostrando a mesma eficacia no inverno, e as
aplicacbes isoladas de todos os microrganismos antagdnicos ao mofo branco
testados mostraram reducdo da incidéncia do patdogeno na cultura da soja e da

canola.
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N&o diferindo estatisticamente do tratamento T. asperellum, os tratamentos
com A. nodosum, Bacillus thuringiensis e subtillis, também apresentaram os maiores
valores de produtividade. Resultado semelhante foi encontrado por Kamal (2015) na
cultura da canola, quando usado os tratamentos biolégicos com a bactéria do género
Bacillus. No presente trabalho, em todas as avaliacdes realizadas no controle do
fungo S. sclerotiorum, a espécie B. subtillis mostrou eficiéncia no controle do
patégeno, in vitro por antibiose (Tabela 3) in vivo na avaliagdo em casa de
vegetacao (Tabela 5) e campo (Tabela 7).

5.5.2 Area experimental Fazenda Escola Cap&o da Onca

As primeiras incidéncias da doenga foram observadas aos 56 DAE, sendo
0s primeiros sintomas visualizados ainda nas folhas, na semana posterior observado
nas hastes da planta. Para a AACPD do mofo branco na area capao da onca, 0s
tratamento com os menores valores da AACPD, foram encontrados nas parcelas
com fungicida, fosfito de manganés, B. subtillis, A. nodosum, acibenzolar-S-metilico,
micronutriente Maxi flor®, V6®, T. asperellum e B. thuringiensis. Os tratamentos com
fosfito de potassio, manganés, Hight Roots®, ndo diferenciaram estatisticamente
entre si, sendo intermediarios no controle do patégeno. Todos os tratamentos
apresentaram valores menor que a testemunha, exceto o fosfito de cobre (Tabela 9).

Tabela 9 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) Sclerotinia sclerotiorum em fungéo
dos tratamentos realizados em canola (Brassica napus) na area experimental do Fazenda
Escola Capéo da Onca, safra 2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Produto AACPD
Testemunha 295,93 a*
Quimico fungicida - procimidona 18,38d
Bacillus thuringiensis 50,83 d
Bacillus subtillis 93,00d
Trichoderma asperellum 45,26 d
Bioldgico Ascophyllum nodosum 76,00d
fosfito de manganés 35,50d
fosfito de potassio 134,33 ¢
fosfito de cobre 337,40 a
acibenzolar-S-metilico 53,25d
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 206,63 b
Micronutrientes Manganés 154,17 ¢
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 138,25 ¢
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 75,66 d
C.V. (%) 25,43

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; C.V.= coeficiente de variacéo.
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O uso de fungicidas é a forma de manejo mais optada por produtores, visto a
rapidez nos resultados obtidos, entretanto na doenca do mofo branco, estes tém
pouco efeito sobre a germinacao de esclerodios e liberagdo de ascésporos (HUANG
et al., 2000). Na China, aplicacbes frequentes levaram o patégeno a se tornar
resistente aos agrotéoxicos (ZHANG et al.,, 2003) sendo a aplicacdo de fungicidas
foliares uma pratica amplamente utilizada (HIND-LANOISELET; LEWINGTON,
2004).

A eficacia dos fungicidas foliares depende de varios fatores, incluindo o tempo
de aplicacédo, a fenologia das colheitas, as condi¢des climaticas, o ciclo da doenca, a
cobertura de pulverizacdo, a duracdo da protecdo (MUELLER; PEDERSEN;
HARTMAN, 2002). O fracasso no manejo da doenca € o momento incorreto da
aplicacdo do fungicida (MUELLER; PEDERSEN; HARTMAN, 2002; HUNTER;
ABAWI; CROSIER, 1978; STEADMAN, 1983), sendo recomendado a aplicacao de
fungicidas protetores na fase pré-infecgéo.

Berger (2015) avaliando o uso de diferentes fungicidas no controle de S.
sclerotiorum na cultura da canola e da soja, o fungicida procimidona (sistémico) foi
superior ao fungicida fluazinam (protetor) e reduziu a producéo de indculo que sera
adicionado ao solo.

Devido a varios fatores jA mencionados, tem-se buscado optar por
tratamentos alternativos aos quimicos. Os indutores de resisténcia, para poderem
ocupar um lugar de privilegio na opcdo dos produtores, devem superar métodos de
controle ja existentes ou fornecer outros beneficios, como a reducdo da quantidade
de fungicida necessario para o controle das doencas. Segundo Walters; Fountaine
(2009) a combinacdo de elicitores mostrou que, embora o controle da doenca
fornecido pelo elicitor foi inferior ao obtido pelos fungicidas, o uso do elicitor em
conjunto com o controle quimico, pode fornecer niveis muito mais elevados de
controle de doencas.

Resultados positivos do uso combinado de ASM e fungicidas foram
encontrados também no controle de Phytophthora capsici em abobora, em
condi¢gbes de campo, este controle foi superior quando comparado a uso do ASM e
fungicidas aplicados individualmente (JI; YIN; KONE, 2011).

Existem inUmeras espécies, entre fungos e bactérias, utilizados como
microrganismos de controle biologico para mofo branco que ja foram descobertos e

testados em diferentes lugares do mundo e nas mais variadas culturas. Esses
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microrganismos parasitam esclerodios no solo ou podem até parasitar hifas do fungo
gue crescem sobre os tecidos da planta reduzindo a producéo de esclerddios e, com
isso, acarretam uma reducdo do potencial de in6culo para safras seguintes
(BERGER, 2015).

No presente trabalho as duas areas experimentais apresentaram reducao na
severidade do mofo branco, quando utilizado o uso de controle biolégico (Tabelas 7
e 9). As bactérias B. subtillis e B. thuringiensis, apresentaram controle do patégeno
no campo assim como em casa de vegetacdo (Tabela 5) e no teste in vitro,
reduzindo o cresimento micelial do patdgeno (Tabela 3).

Bactérias do género Bacillus também sdo amplamente estudadas no controle
de doencas de planta, em especial na cultura da canola, o maior foco do controle
biolégico tem se voltado para esse género de bactéria.

Gao et al., (2014) avaliando a aplicacdo da bactéria B. subtillis no controle de
S. sclerotiorum, obteve reducédo da podriddo do caule na cultura da canola, em 50-
70%. O autor observou via microscopia de varredura que a estirpe avaliada causou
vazamento e inchago de citoplasma de hifas e subsequente desintegracao e colapso
da célula. O mesmo resultado foi relatado por Hu et al. (2014), onde, a aplicacéo de
B. Subtillis, estirpe BY-2, demostrou supressdo no crescimento do fungo S.
sclerotiorum, em campos de canola na China.

O uso dessa bactéria no tratamento de sementes ou durante a fase de
floragdo, por pulverizagdo, ou ainda a aplicagdo combinada de ambos os
tratamentos, proporcionou reducdo significativa de incidéncia de doenca. A
aplicacdo dessa bactéria no solo também pode trazer reducdo na ocorréncia da
doenca, visto que a pulverizacdo de Bacillus no solo reduziu significativamente a
formac&o de apotécio e reduziu os danos de rendimento na canola (LUTH; SCHULZ;
PFEFFER 1993). O mecanismo de supressdo do crescimento micelial in vitro e a
inibicdo da germinacdo dos esclerédios é considerada como uma forma de
antibiose, indicando que o antibiético inibidor metabolizado por bactérias, podem
estar envolvidos na formagao de condigbes adversas para o patdgeno (KAMAL,
2015).

Segundo Maheshwari (2013), a bactéria B. thuringiensis, mais utilizada como
inseticida, induz o acumulo de proteinas PR em plantas de café, reduzindo a
incidéncia e severidade de H. vastatrix. Ainda segundo o mesmo autor, em plantas

de milho, B. thuringiensis possui capacidade de inducdo de resisténcia contra
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podridées de colmo causadas por Erwinia carotorovora, pois suprime a percepcao
de quorum (quorum sensing) de viruléncia do patdgeno, mecanismo de
comunicagao entre as bactérias que determinam a patogenicidade.

Bactérias do género Bacillus, demonstraram capacidade de reduzir a
viabilidade de esclerddios no solo abaixo de 13%, Isso indica que as bactérias
colonizadoras podem desintegrar ou matar os esclerddios que sobrevivem no solo
(FERNANDO et al., 2004). Duncan; Fernando; Rashid (2006) relataram que a
viabilidade dos esclerédios depende do tempo, profundidade de enterro e populacdo
bacteriana presente no solo. O parasitismo de esclerédios, com agentes de controle
biolégico, € uma alternativa para inibir a germinacdo de esclerddios erradicando
doenca do mofo branco, causado por S. sclerotiorum (SAHARAN; MEHTA, 2008).

O fungo Trichoderma também se destaca como um importante agente
biolégico. Muitas linhagens de Trichoderma sdo naturalmente tolerantes a
agrotoxicos pela capacidade de degrada-los, o que possibilita um manejo integrado
com adocdo de produtos quimicos e biolégicos simultaneamente (MELO et al.,
2001).

O uso da alga A. nodosum, tambem apresentou resultados satisfatorios no
controle do mofo branco (Tabela 9). Outros autores também obtiveram sucesso com
esse tratamento, a exemplo de Gabardo (2015) no controle de mildio na soja, Lizzi
et al. (1998) controlando doencas na pimenteira e da videira, causados por
Phytophtora capsici e Plasmopara viticola, respectivamente. Entretanto Jacques
(2015) ndo obteve controle de C. graminicola quando aplicado o extrato desta
espécie de alga na cultura do milho.

Nesi et al. (2013) avaliaram o efeito de indugdo de resisténcia de A.
nodosum em variedades de morango sobre a expressdo de sintomas de
Mycosphaerella fragariae, causador de manchas foliares na planta. Os autores
concluiram que a aplicacdo do extrato de alga nédo foi eficiente no controle da
doenca, resultado que se assemelha ao encontrado no presente trabalho.

Ja Uppal et al. (2008) encontraram resultados diferentes ao testarem o
efeito da aplicagdo de A. nodosum em plantas de batata contra murcha de
Verticilium. Os autores constataram que tanto a aplicacdo via semente, como a
incorporagdo do tratamento no solo diminuiram a incidéncia e a severidade da

doenca nas plantas em condi¢des controladas



80

Para a variavel produtividade, os tratamentos com T. asperellum, B. subtillis,
fosfito de potassio, manganés, fungicida e ASM, aumentaram a produtividade
guando comparados a testemunha, que nao diferiu estatisticamente dos tratamentos
A. nodosum, Maxi Flor®, Wert Plus® e Hight Roots® (Tabela 10).

Tabela 10 - Produtividade (Kg hal) em funcdo dos tratamentos realizados em canola (Brassica
napus), area experimental Fazenda Escola Capao da Onca, safra 2017. Ponta Grossa -

PR, 2017.
Grupo Tratamento Produtividade
Testemunha 425,70 b*
Quimico fungicida - procimidona 491,06 a
Bacillus thuringiensis 312,11 ¢
o Bacillus subtillis 574,77 a
Biolégico . '
Trichoderma asperellum 635,74 a
Ascophyllum nodosum 470,01 b
acibenzolar-S-metilico 523,59 a
fosfito de manganés 312,49 ¢
Indutores . .
fosfito de potassio 568,33 a
fosfito de cobre 511,69 a
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 409,84 b
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 445,25 b
Micronutrientes Manganés 619,65 a
N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 434,73 b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 370,89 ¢
C.V. (%) 17,49

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variac¢ao.

Ha relatos do uso de fosfitos no aumento de produtividade na cultura da soja
(PASSOS; REZENDE; CARVALHO, 2014) e trigo (HAJAR et al., 2014). Entretanto,
Neves e Blum (2014), estudando a influéncia da aplicacéo de fungicidas isolados ou
em associacdo com fosfito de potassio no controle da ferrugem asiatica em soja, néo
encontraram incremento na produtividade e massa de 1000 grdos quando foi
utilizado somente fosfito, em relacéo a testemunha.

O indutor de resisténcia ASM (Tabela 10), também proporcionou resultados
significativos, resultados estes que contradizem aos de Tomazeli (2010) que nao
encontrou diferenca significativa na produtividade de morango quando utilizado o
indutor ASM.

Barros (2011) ao avaliar o efeito de ASM para controle de manchas foliares
na cultura do milho, ndo encontrou diferenca significativa entre esse tratamento e a
testemunha. Tal fato foi justificado pela necessidade da aplicagdo do produto ser em

um periodo anterior ao da infec¢cdo dos patdégenos na planta para que haja resposta,
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0 que ndo pode ser controlado em condi¢cdes de campo, e também pela necessidade
da manutencdo das plantas elicitadas, exigindo uma reaplicacdo de ASM, fato que
NAo ocorreu em seu experimento.

Dias et al.,, (2010) também n&o encontraram resultados positivos com a
utilizacdo de ASM para diminuicdo da severidade de manchas foliares em plantas de
milho, porém, quando seu uso foi associado a aplicacao de fungicidas, o controle de
doencas e a produtividade foi melhor até para os tratamentos com apenas a
aplicacao de fungicidas.

Segundo Mckenzie (2001) o ASM quando incluido como parte integral do
programa de manejo de culturas, ndo melhora apenas o controle de doencas, mas
aumenta o rendimento e diminui os niveis de doencas na pdés-colheita. Pode-se
destacar também ser fundamental ter gendtipos que respondem a indutores de
resisténcia ou gendtipos com maior resisténcia basal.

O micronutriente manganés, nao diferiu estatisticamente dos tratamentos T.
asperellum e ASM, apresentando também alta produtividade na cultura da canola
(Tabela 10). Entretanto resultado inverso foi obtido por Carvalho et al. (2013) onde a
utilizacado de apenas ativador de defesa no nimero maximo de trés aplicacdes nao
foi eficiente no controle da ferrugem asiatica na cultura da soja.

De acordo com Bettiol e Astiarraga (1998), os nutrientes minerais exercem
valiosas func¢des no metabolismo das plantas, influenciando ndo s6 o crescimento e
produtividade como também aumentando a inducdo de resisténcia da mesma a
patdogenos. O uso de biofertilizantes, por exemplo, tem sido indicado para a
agricultura organica como forma de manter o equilibrio nutricional das plantas e

torna-las menos predispostas a ocorréncia de pragas e patdégenos (FALDONI, 2011).

5.6 QUALIDADE SANITARIA

As sementes podem ser atacadas por microrganismos no campo e/ou durante
operacoes de colheita, secagem, beneficiamento afetando a qualidade e reduzindo a
capacidade germinativa, bem como causando “damping - off” também conhecido por
tombamento de mudas (CARNEIRO, 1995). O estado sanitario de uma amostra de

sementes é de grande importancia, pois fornece informacdes que podem ser usadas
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para diferentes finalidades, como comparar a qualidade de diferentes lotes de
sementes ou determinar a sua utilizacdo comercial (BRASIL, 2009).

Varios géneros de fungos, patogénicos e saprofiticos, foram identificados
associados as sementes de canola (Tabelas 11 e 12). Nas duas areas ocorreram
fungos do género: Fusarium sp; Trichoderma sp; Alternaria alternata; Penicillium sp;
Aspergillus sp; Cladosporium sp, entretanto ndo ocorreu incidéncia do fungo S.
sclerotiorum nas sementes de canola em ambas as é&reas experimentas. Os

resultados serdo apresentados separadamente para cada area de avaliada,

5.6.1 Area experimental Guaragi

No lote de sementes de Guaragi (Tabela 11) foi encontrado o fungo do género
Gonatobotrys sp, trata-se da fase anamorfica do fungo Melanospora damnosa
(VAKILI, 1989), considerado um fungo biotréfico descrito pela primeira vez em 1843
(WHALEY; BARNETT, 1963). Esse patdgeno foi isolado pela primeira vez na cultura
do milho (SHURTLEFF, 1980), também hé& relatos na literatura do seu uso como
controle biolégico de podriddo de caule na cultura do milho, assim como associado
no controle de fungos como A. alternata, Fusarium moniliforme, C. graminicola e
Epicoccum nigrum (VAKILI, 1989). Esse fungo apareceu em maior porcentagem no
tratamento com o nutriente manganés. O segundo tratamento com maior incidéncia
de fungo foi o nutriente Maxi Flor ®, seguido por Wert Plus, fosfito de potassio,
fosfito de manganés e A. nodosun.

Foram encontrados também os fungos do género Fusarium sp e A. alternata,
sendo estes potencialmente patogénicos a diversas culturas. Ha relatos de desses
patdgenos como agentes causais de podridao de raiz e manchas foliares (TRIGO et
al., 1997). Espécies de Fusarium ja foram detectados em sementes de diversas
culturas como: pepino (MENEZES et al., 2011); feijao caupi (SILVA; SANTOS;
GOMES, 2014); milho (MARQUES et al., 2009; RAMOS et al., 2014). J4 o fungo
Alternaria foi relatado em sementes de canola, colza e crambe (PONTIM, 2011),
coentro (REIS et al., 2006) feijjao (MORAES; MENTEM, 2006) entre outras culturas.
Os tratamentos com maior incidéncia de Fusarium sp, foram o controle biolégico
com a alga A. nodosun, seguido pela testemunha, e os micronutrientes manganés e
V6®. Ja A. alternata teve maior incidéncia nos tratamentos testemunha, B. subtillis,

fosfito de manganés, High Roots®, manganés e V6® (Tabela 11).
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A presenca dos fungos Aspergillus sp e Penicillium sp é comum em lotes de
sementes, visto que sédo fungos que causam deterioracdo das mesmas, conhecidos
como fungos de armazenamento. Ha relatos de ocorréncia desses organismos em
diversas culturas como canola (PONTIM, 2011); feijao (BOREM et al., 2006) e milho
(MARQUES et al., 2009; HENNING et al., 2011). Além disso, juntamente com o
Fusarium, sédo fungos que produzem micotoxinas.

Kryzanowski et al. (2008) ressaltam que o desenvolvimento de fungos de
armazenamento (Aspergillus sp. e Penicillium sp.) pode causar rapida deterioracao
das sementes e interferir negativamente na sua germinacao.

Houve ocorréncia também dos géneros Gliocladium e Trichoderma (Tabela
11), ambos estudados como possiveis agentes de controle bioldgico no tratamento
de sementes a exemplo de controle de mofo cinzento em tomateiro (LISBOA et al.,
2007). Chagas et al (2014) usou Gliocladium no controle de mofo cinzento
(Amphobotrys ricini) no maméao, Trichoderma e Gliocladium foram associados as
sementes de ipé-amarelo, ipé-roxo, aroeira-pimenteira e aroeira-salsa (BOTELHO,
2006).

Na cultura da canola, Pontim (2011) relatou a incidéncia de Aspergillus spp.,
Bipolaris sp., Cladosporium sp., Curvularia sp. e Penicillium sp. A ocorréncia de
Gliocladium foi maior na testemunha e no tratamento com fosfito de manganés, nao
sendo encontrado esse fungo no tratamento com fungicida.

Ja& o fungo Trichoderma teve maior incidéncia no tratamento com o
micronutriente V6® (Tabela 11), sendo encontrado também nos tratamentos
testemunha, B. thuringiensis, High Roots® e manganés, mas a incidéncia foi tdo
baixa que nao diferiu estatisticamente dos tratamentos onde n&o houve a ocorréncia

desse fungo.
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Tabela 11 - Incidéncia (%) de fungos em sementes de canola (Brassica napus) colhidas em funcdo dos tratamentos realizados em campo na area

experimental Fazenda Limeira-Guaragi, safra 2017. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Tratamento Alternaria Gliocladium Aspergillus Penicillium Fusarium Gonabotrys Trichoderma

alternata Sp sp sp sp sp sp

Controle Testumunha 47 a* 395a Oc od 15b 45d 8,5a
Quimico fungicida - procimidona 6,5¢ Oc 05¢c 225b Oc 1d Ob
Ascophillum nodosum 24 Db 16 b 0,5c¢ od 42 a 6c¢C Ob

o Bacillus thuringiensis 8c 35¢c Oc 16 ¢ Oc 0,5d 35a
Biologico Bacillus subtillis 49 a 7¢ 75b 22 13b 45d 0b
Trichoderma asperellum 5¢ 35¢c 05¢c 44 a Oc 0,55d 3b
acibenzolar-S-metilico 195b 55c¢ Oc 27b 0,5c¢c od Ob
Indutores qufito de CobreA 21b 16,5b Oc 215b 1lc 1,5d Ob
fosfito de Manganés 37a 43 a 6,5b 11c 2c 14 c Ob
fosfito de Potassio 26 b 15b Oc 35d Oc 10,5¢c Ob

N - 18%, K20 - 6% (Hight Roots®) 40,5 a 7c 7b 125c Oc 1d 15b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (Maxi Flor®) 23b 6c¢C 20a 7b 5c¢ 31lb Ob
Micronutrientes Manganés 50,5 a 115b lc od 19b 64,5a 1b

Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6%®) 32a 2c¢c Oc 42,5 a 15b 0,5d 145a
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 5c 16 b lc od Oc 7c Ob

C.V. (%) 23,90 18,56 13,73 25,68 31,75 17,32 21,90

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia; Dados originais, para analise, foram

transformados em arc sen V(x+0,5)/100; C.V.= coeficiente de variac&o.
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5.6.2 Area experimental Fazenda Escola Cap&o da Onca

No lote de sementes colhidos da &rea experimental na Fazenda Escola da
UEPG (Tabela 12), somente teve incidéncia dos fungos: Alternaria alternata,
Aspergillus sp. Penicillium sp. Fusarium sp. e Cladosporium sp. sendo este com
menor incidéncia quando comparado a area experimental do Guaragi (Tabela 12).

O fungo potencialmente patogénico A. alternata, foi encontrado com maior
incidéncia na testemunha, no tratamento com o indutor acibenzolar-S-metilico e no
micronuteriente High Roots® (Tabela 12). Os tratamentos que apresentaram menor
incidéncia desse patdgeno foram o controle biolégico com B. thuringiensis e o0s
fosfitos de manganés e potéassio.

O género Fusarium sp. ocorreu em maior incidéncia nos tratamento com B.
thuringiensis (Tabela 12), valor superior ao encontrado na testemunha e no
micronutriente Wert Plus®, que foram os tratamentos com a segunda maior
incidéncia do patégeno. Fusarium sp. ocorreu com baixa incidéncia nos tratamentos
com fosfito de cobre e potassio, ja os demais tratamentos ndo houve a ocorréncia do
fungo. Este é um dos mais abundantes géneros de fungos de solo, englobando
espécies de importancia ambiental, agricola e até mesmo, relacionadas a doencas
em humanos e animais (WAKELIN et al., 2008). Podem ser patogénicos a uma
grande variedade de plantas, muitas delas de interesse econdmico, provocando
doencas como murcha vascular, "damping off" e podridées de raiz e colo (AGRIOS,
2005; WAKELIN et al., 2008).

Os fungos de armazenamento Aspergillus sp. e Penicillium sp. ocorreram com
maior frequéncia nos tratamentos fosfito de potassio e T. asperellum, e nos
micronutrientes High Roots® e Maxi Flor®, respectivamente (Tabela 12).

Gabardo (2015) avaliando qualidade sanitaria de sementes de soja, tratadas
com fungicida, ASM e micronutrientes, constatou a presenca dos fungos Penicillium
sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp., R. solani, Rhizopus spp. e
Cercospora kikuchii. O fungo Fusarium sp. foi encontrado em maior porcentagem
nas sementes, os demais fungos foram detectados nas sementes em porcentagens

menores.
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Tabela 12 - Incidéncia (%) de fungos em sementes de canola (Brassica napus) colhidas em funcdo dos
tratamentos realizados em campo na area experimental Fazenda Escola Capao da Onga, safra
2017. Ponta Grossa - PR, 2017.

Alternaria Cladosporium Aspergillus Penicillium Fusarium

Grupo Tratamento
alternata sp sp sp sp
Controle Testumunha 58 b* 10b 225b 34b 115¢c
Quimico fungicida - procimidona 26d 0,0b 0,0c 6d Oe
Ascophyllum nodosum 30d 10b 31b od Oe
Bacillus thuringiensis 18 e 10,0 a 18 ¢ od 18Db
Biolégico Bacillus subtillis 47 c 20b 4c od Oe
Trichoderma 47 ¢ 30D 39a 0d Oe
asperellum
acibenzolar-S-metilico 58 b 110a 0,3c od Oe
Indutores fosfito de Cobre 35d 0,0b 2c 4d 7d
fosfito de manganés 95e 45b 24 b od 28 a
fosfito de potassio 19e 0,0b 445 a 23b 6,5d
N 18%, K20 6%
(Hight Roots®) 60 b 20b 7c 66 a 2e
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo
0,16% (Maxi Flor®) 80 a 20b 4c 71la Oe
Micronutrientes Manganés 50c 10b 14 ¢ od Oe
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo
0,16% (V6°) 28d 35b 26b 30D 15e
Cu 4%; Mn 6%; Zn
3,0% (Wert Plus®) 29d 00b 25b od l1c
C.V. (%) 22,01 12,25 30,14 18,22 9,95

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; Dados originais, para analise foram transformados em arc sen (x+0,5)/100; C.V.= coeficiente de
variacao.

Além de causar reducdo na capacidade germinativa e mortalidade de
plantulas, o patdgeno presente na semente podera resultar em um aumento
progressivo de uma doenca em campo, podendo reduzir o valor comercial da cultua.
Outra possivel consequéncia da associacdo de fitopatdgenos com a semente é o
uso de lotes de sementes contaminadas que podem introduzir patégenos em areas
isentas, fazendo com que testes de quarentena e de certificagdo para o comercio
internacional possam ser necessarios (MAPA, 2009). Por esses motivos a realizacao
dos testes de sanidade é essencial para esclarecer as causas da baixa germinacgao
em amostras com elevados indices de infeccdol/infestacdo por microrganismos
(HENNING, 2005).
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6 CONCLUSAO

- Na avaliagdo in vitro houve um maior controle do crescimento micelial de S.
sclerotiorum com os tratamentos B. subitillis, fungicida procimidona e micronutriente
Wert Plus®

- Em folha destacada os tratamentos procimidona e B. subtillis inibiram 100% o
crescimento do fungo.

- Em casa de vegetacdo, os tratamentos com menor severidade do mofo branco
foram procimidona, fosfito de cobre, B. thuringiensis, B. subtillis, fosfito de
manganés, fosfito de potassio, fosfito de cobre, High Roots®e V6°.

- Na analise bioquimica, ndo houve atividade da enzima polifenoloxidase e uma
maior atividade da peroxidase foi observada somente na coleta realizada 48 horas
apos a inoculacdo do patdgeno, nos tratamentos acibenzolar-S-metilico, fosfito de
cobre e fungicida.

- A campo, na area experimental do distrito Guaragi, os menores valores de
severidade foram obtidos nas parcelas com fosfito de cobre e acibenzolar-S-metilico,
entretanto ndo diferiram estatisticamente do fungicida, B. thuringensis, B. subtillis, T.
asperellum, A. nodosum, fosfito de manganés, fosfito de potassio e V6®. A maior
produtividade foi obtida nos tratamentos com B. thuringiensis, B. subtillis, T.
asperellum e A. nodosum.

- Na area experimental da UEPG, apresentaram menor severidade os fungicida
procimidona, B. thuringensis, B. subtillis, T. asperellum, A. nodosum, fosfito de
manganés e V6®. A maior produtividade foi obtida por T. asperellum, B. subtillis,
fosfitos de potassio e manganés, micronutriente manganés, acibenzolar-S-metilico e
procimidona.

- Na qualidade sanitaria sementes do campo de Guaragi, apresentaram incidéncia
de Gonatobotrys sp., Alternatia alternata, Gliocladium sp., Aspergillus sp., Penicillium
sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp. Sementes provenientes da area experimental
da UEPG, apresentaram incidéncia de A. alternata, Cladosporium sp., Aspergillus

sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.
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8 ANEXO
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Anexo 1 - Precipitacdo (mm), temperatura méaxima, minima e média (°C) e umidade (%), durante a
conducgdo do experimento da cultura da canola (Brassica napus) no campo experimental
da UEPG, periodo de junho/2015 a dezembro/2015. Ponta Grossa/PR, safra 2015
(FUNDACAO ABC, 2017).
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conducdo do experimento da cultura da canola (Brassica napus), periodo de julho/2016 a
novembro/2016. Ponta Grossa/PR, safra 2016 (FUNDACAO ABC, 2017).



CAPITULO 2

USO DE TRATAMETOS BIOTICOS E ABIOTICOS NO CONTROLE DE
Pseudocercospora griseola NA CULTURA DO FEIJAO

RESUMO

O feijao (Phaseolus vulgaris) € uma das culturas mais importantes na alimentacao
humana, porém a ocorréncia de doenca pode reduzir grandemente sua
produtividade. Assim ha uma maior preocupacdo em buscar meios menos
impactantes ao ambiente e ao homem para controlar esses patdégenos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a inducéo de resisténcia com produtos abidticos e bioticos
no controle de mancha angular (Pseudocercospora griseola) na cultura do feijao. Os
tratamentos Hight Roots®; V6®; Wert Plus®, fosfito de potassio; fosfito de manganés;
fosfito de cobre, manganés, fungicida (hidroxido de fentina), Ascophyllum nodosum,
Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis, foram utilizados nos experimento de inibicéo
do crescimento micelial em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), folha
destacada, inoculacdo em casa de vegetacdo e em condicbes de campo, em duas
épocas de semeadura. Para os trés Ultimos experimentos adicionou-se 0s
tratamentos acibenzolar-S-metilico (ASM) e Trichoderma asperallum. O resultado in
vitro mostrou que B. subtillis inibiu o crescimento micelial de P. griseola. Na
avaliacdo em folha destacada, o tratamento ASM apresentou fitotoxidez nas folhas e
somente o B. thuringiensis apresentou diferenca estatistica entre os lados aplicados,
sendo o lado direito com menor severidade. O manganés apresentou maior
severidade de mancha angular que os demais tratamentos. Em casa de vegetacéo
foram observados na folha cotiledonar e no 1° trifélio maior severidade da doenca;
os tratamentos fosfito de cobre, fosfito de potassio e Wert Plus® causaram fitoxidez
nas folhas. Na folha cotiledonar menor severidade foi observada nas plantas
tratadas com fungicida, A. nodosun, T. asperellum e fosfito de cobre. Todos os
tratamentos reduziram a doenca nos novos trifélios (ndo tratados), caracterizando
resisténcia induzida. No campo, na primeira época de avaliacdo, os tratamentos com
melhor controle da doenca foram o fungicida, A. nodosum, B. thuringiensis e o
fertilizante V6®. Também houve diferenca entre os tratamentos para o nimero de
vagem por planta e numero de graos por vagem. Nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos para produtividade. Na segunda época nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos para produtividade, mas a maior média foi obtida
com aplicacdo de fungicida. O numero de plantas por metro ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos; o numero de vagens por planta foi maior na
testemunha, fungicida, B. thuringiensis, ASM, fosfito de cobre, fosfito de potassio e
Hight Roots®; o nimero de gréos por vagem foi maior nos tratamentos fungicida, B.
thuringiensis, ASM, fosfito de cobre, manganés, potassio e o nutriente Hight Roots®.
Sementes colhidas na primeira época de semadura apresentaram incidéncia de
Fusarium sp, Colletotrichum truncatum e Phomopsis sp. Na segunda época de
semeadura, a presenca de Alternaria alternata e a auséncia de C. truncatum
diferiram da primeira.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris, mancha angular, inducdo de resisténcia,
controle biologico, fosfito.
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ABSTRACT

Common Bean (Phaseolus vulgaris) is one of the most important crops in human
food, but the occurrence of disease can greatly reduce its productivity. Thus, there is
a greater concern to seek means less impacting the environment and man to control
these pathogens. The objective of this research was to evaluate the induction of
resistance with abiotic and biotic products to control angular spot disease
(Pseudocercospora griseola) in the common bean crop. The treatmentes Hight
Roots®; V6®; Wert Plus®, potassium phosphite; phosphite of manganese; copper
phosphite, manganese, fungicide (fentin hydroxide), Ascophyllum nodosum, Bacillus
subtilis and Bacillus thuringiensis, were used in the experiments of inhibition of
mycelial growth in potato-dextrose-agar (PDA) culture medium, fungus growth in leaf
discs, inoculation in a greenhouse and under field conditions, in two sowing seasons.
For the last three experiments the acibenzolar-S-methyl and Trichoderma asperellum
treatments were added. The in vitro result showed that B. subtillis inhibited the
mycelial growth of P. griseola. In the evaluation on leaf, the ASM treatment
presented phytotoxicity in the leaves and only B. thuringiensis showed statistical
difference between the applied sides, being the right side with less severity.
Manganese presented greater angular spot severity than the other treatments. In
greenhouse were observed in the leaf cotyledonar and in the 1st trefoil greater
severity of the disease; the treatmentes copper phosphite, potassium phosphite and
Wert Plus® caused leaf phytotoxicity. In the cotyledon leaf smaller severity was
observed in the plants treated with fungicide, A. nodosun, T. asperellum and copper
phosphite. All treatments reduced the disease in the new (untreated) trefoils,
characterizing induced resistance. In the field, at the first evaluation period, the
treatments with better control of the disease were the fungicide, A. nodosum, B.
thuringiensis and fertilizer V6®. There was also a difference between treatments for
the number of pods per plant and number of grains per pod. There was no statistical
significant difference between treatments for productivity values. In the second
season there was no statistical difference between treatments for yield values, but
the highest average was obtained with fungicide application. The number of plants
per meter did not differ statistically between treatments; the number of pods per plant
was higher in treatment control, fungicide, B. thuringiensis, acibenzolar-S-methyl,
copper phosphite, potassium phosphite and Hight Roots®; the number of grains per
pod was higher in the treatments fungicide, B. thuringiensis, ASM, copper phosphite,
manganese, potassium and the nutrient Hight Roots®. Seeds harvested in the first
sowing season showed incidence of Fusarium sp., Colletotrichum truncatum and
Phomopsis sp. In the second sowing season, the presence of Alternaria alternata
and the absence of C. truncatum differed from the first one.

Key-words: Phaseolus vulgaris, angular leaf spot, induced resistance, biologic
control, phospite.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), onde a
maior parte da producdo € destinada para o consumo interno. O plantio da safra
2016/17 apontou crescimento na area plantada, estimada em 1.110 mil hectares, de
13,4% em relagcdo a safra passada, que foi de 978,6 mil hectares. A produtividade
média foi de 1.249 kg hal, na média nacional, 18,2% acima da obtida na ultima
temporada. Com esses resultados de area e produtividade, a producdo nacional é
de 1.386,6 mil toneladas, representando acréscimo de 34,1% em relacédo a safra de
2015/16, que foi de 1.034,3 mil toneladas (CONAB, 2017).

Um dos fatores limitantes para producéo de feijao é a incidéncia de doencas
gue acometem as lavouras, a exemplo da mancha angular, causada pelo fungo
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous e Braun (SARTORATO, 2006). Por muito
tempo, a mancha angular foi considerada uma doenca secundaria, sem causar
danos a cultura do feijdo (VITAL, 2006), no entanto, a partir de 1990, a doenca tem
ocorrido com maior severidade.

A doenca é particularmente importante em regidbes onde temperaturas
moderadas sdo acompanhadas por periodos de alta umidade e presenca de indculo
durante o ciclo da cultura (ITO et al., 2004), principalmente em auséncia de rotacao
de culturas, isto é, na semeadura sequencial de feijjdo na mesma area,
principalmente no sistema de semeadura direta na palha (SARTORATO, 2006).

A busca por alternativas mais sustentaveis no controle de doencas vem
tomando espaco na agricultura. Dentre os produtos alternativos que vem sendo
pesquisado destacam-se os produtos biolégicos, fosfitos e nutrientes, os quais
podem apresentar duplo efeito no controle de doencas de plantas, efeito antifungico
e na ativacao de respostas de defesa das plantas aos patdogenos (STANGARLIN,
1999).

O uso de bactérias no controle de doencas e inducdo de resisténcia de
plantas ja foi relatado por outros autores (GAO et al.; 2013; BERGER, 2015), assim
como o uso de fosfito (GADAGA, 2009; RIBEIRO JUNIOR, 2008) e nutrientes
(POLANCO, 2011; JESUS JUNIOR et al., 2004).

O conhecimento sobre a indugdo de resisténcia em plantas contra

fitopatdbgenos vem de séculos e sabe-se que envolve a ativacdo de mecanismos



110

inativos ou latentes nas plantas (SILVA et al., 2008). A resisténcia a um determinado
patbgeno é a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada de um
microrganismo em seu interior e criar condigcbes adversas para a colonizagcédo de
seus tecidos (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Alguns autores salientam que, a atividade do agente indutor ndo € devida a
acao antimicrobiana ou a sua transformacdo em agentes antimicrobianos, mas sim
devido a capacidade do mesmo em induzir a planta a ativar os seus mecanismos de
defesa estruturais e bioquimicos, em resposta a presenca de um patdgeno em
potencial (SILVA et al., 2008).

Poucas séo as pesquisas com esses produtos no controle de P. griseola em
plantas de feijdo. Assim faz necessario estudos para melhor compreensdo do modo

de acao destes produtos.
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2 OBJETIVO

Avaliar diferentes tratamentos bidticos e abidticos no controle de

Pseudocercospora griseola e possivel inducao de resisténcia em plantas de feijao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
i. Avaliar indice de velocidade de crescimento micelial do fungo
Pseudocercospora griseola;
ii. Avaliar inducdo de resisténcia pelo método de folha destacada,;
iii.  Avaliar severidade da mancha angular em casa de vegetacao;
iv. Avaliar severidade da mancha angular, componentes de producdo e
produtividade em campo;

v. Avaliar qualidade sanitaria de sementes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTURA DO FEIJAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de ampla distribuicdo
geografica podendo ser encontrado desde o norte do México até o Nordeste da
Argentina (FREITAS, 2006), no Brasil a cultura foi introduzida a partir do Norte da
Ameérica do Sul ou da América Central.

Taxondmicamente, a planta de feijdo pertence ao género Phaseolus, que
inclui aproximadamente 100 espécies, das quais apenas quatro sao cultivadas:
Phaseolus vulgaris (feijjdo comum); Phaseolus coccineus L. (feijdo ayocote);
Phaseolus acutifolius (feijdo tepari) e Phaseolus lunatus L (feijdo de lima). O feijao
comum é a principal espécie do género, é uma planta anual herbacea e termdfila, ou
seja, ndo suporta geada. Seu cultivo visa principalmente a producdo de gréaos
(SANTOS; GAVILANES, 2006).

A planta de feijdo pertence a familia Fabaceae (APGIl) e subfamilia
Faboideae (SOUZA; LORENZI, 2008). E uma planta herbacea e pode apresentar
hébito de crescimento determinado ou indeterminado, com ciclo anual variando de
60 a 120 dias (SANTOS; GAVILANES, 2006).

Segundo dados da SEAB (Secretaria de Estado da Agricultura e do
Abastecimento, 2015) o feijdo é um alimento de grande importancia econémica e
social. O mercado mundial de feijao movimenta por ano, aproximadamente 23,9
milhdes de toneladas de grdos. Os sete principais paises produtores que juntos
respondem por cerca de 64% da producio média mundial s&o: india e Mianmar
(16%), Brasil (13%), EUA, México e Tanzéania (5%) e China (4%).

Tradicionalmente no Brasil, o cultivo do feijédo é feito em trés safras, a primeira
popularmente conhecida como feijdo "das aguas", onde se produz a safra de verao,
geralmente semeada nos meses entre agosto e dezembro e colhida entre novembro
e margco. Essa época se caracteriza por temperaturas mais altas e elevada
ocorréncia de chuva, fatores ambientais que favorecem a ocorréncia de doencas
especialmente as fungicas e bacterianas. As outras duas safras, “safra da seca”
semeada entre janeiro e abril e safra de outono — inverno, semeada a partir de maio

e colhida entre agosto e outubro, o clima favoreceu a ocorréncia de doengas como
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mancha angular [Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (sin.
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris)] e mosaico dourado sdo as doencas de
maior incidéncia e maiores danos (WENDLAND et al., 2016).

As culturas de maior expressao no pais sao a soja (Glycine max (L.) Merr) e o
milho (Zea mays L.), porém o feijdo vem se destacando cada vez mais, por fazer
parte da alimentacdo diaria do brasileiro. Embora no Brasil essa espécie seja
exotica, com provaveis centros de origem da América Central e Regido Andina da
América do Sul (ZIMMERMANN; TEIXEIRA, 1988), esta se encontra amplamente
adaptada as condi¢cdes de clima e solos brasileiros (VIECELLI, 2008) podendo ser
encontrada nos Estados da Bahia, Piaui, Parana e Minas Gerais.

O levantamento realizado pela CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento, 2017) safra 2016/17, aponta para um crescimento na area plantada
em 1.115,2 mil hectares, aumento de 14% em relacdo a safra passada, que foi de
978,6 mil hectares. A produtividade média obtida para esta cultura esta estimada em
1.268 kg hat, 19,9% acima da obtida na safra 2015/16. Na Regido Sul é esperado
incremento na area plantada de 299,7 mil hectares, 10,6% em relacdo a safra
anterior, que foi de 270,9 mil hectares, com um aumento na produtividade de 6,9%,
e também aumento na producao de 537,9 mil toneladas, 18,2% em relacdo a safra
anterior, que foi de 455 mil toneladas. O Parana é um dos Estados que se destaca
no cultivo dessa leguminosa, sendo a area plantada na primeira safra 2016/17 de
198 mil hectares, com rendimento de 1.774 kg ha, ou seja, 12,6% maior do que a
safra 2015/16, producéo de 351,2 mil toneladas, 22,9% maior que a safra anterior,
que ficou em 285,7 mil toneladas. Ainda assim, a produtividade ficou abaixo do
potencial produtivo em algumas regides, um dos motivos foi a estiagem e as altas
temperaturas no final do ano de 2016, mais precisamente no més de novembro, bem
como o excesso de chuvas na época da colheita. Assim como o feijao primeira safra,
a segunda safra também tem a maior parte de sua producdo na Regido Centro-Sul.
Considerando a safra 2015/16, este volume da regido é quase 80% da producéo
total, destacando os Estados do Parana, Mato Grosso, Minas Gerais e Ceara,
mesmo ocupando apenas 45,5% das areas cultivadas com a cultura. A area de
feijdo segunda safra esta estimada para este ano em 1.333,2 milhdo de hectares, o
que configura um incremento de 1,5% em relacdo a safra passada (CONAB, 2017).

Apesar de ser uma cultura de grande importancia no nosso pais, seu cultivo

enfrenta dificuldades, principalmente em relagéo a oscilagdo de preco no mercado.
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De uma maneira geral € cultivada por pequenos produtores e exige grandes
investimentos quando comparada a outras culturas, além de apresentar grande
sensibilidade a fatores ambientais, tornando-se uma cultura de risco. Aspectos
fitossanitarios estdo entre os principais fatores que corroboram para a oscilacdo da
producao de feijao.

A cultura pode ser afetada por mais de 300 doencas causadas por virus,
bactérias, nematdides e fungos (VIECELI et al.,, 2010), que dependendo das
condigbes ambientais podem causar dano total da producéo, depreciar a qualidade
do produto ou até inviabilizar determinadas areas para o cultivo (ABREU, 2015). As
caracteristicas climaticas do Estado do Parana favorecem a ocorréncia de doencas
que causam prejuizos aos agricultores, como exemplo a mancha angular, P.
griseola, patégeno da parte aérea da planta que representa uma das principais
doencas da cultura do feijdo (VIECELLI, 2008; DALLA PRIA; SILVA, 2010).

3.2 MANCHA ANGULAR

Entre as varias doencas fungicas da cultura do feijdo, pode-se destacar a
mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola. Essa doenca é de
comum ocorréncia nos principais paises produtores das Américas, Asia e Oceania.
No Brasil a ocorréncia aumentou nas Ultimas duas décadas, principalmente nos
Estados do Parana, Minas Gerais, Goias e Sao Paulo (WENDLAND, et al., 2016).
Por muito tempo foi considerada uma doenca secundaria devido ao seu
aparecimento tardio na lavoura, e por causar poucos danos na producdo, porém, a
partir de 1990 tornou-se uma das principais doencas que acarretam reducdo da
produtividade, isso pode ter ocorrido devido ao uso de materiais suscetiveis aliados
ao ambiente favoravel ao patégeno (DALLA PRIA; SILVA, 2010).

No Brasil, a maior parte da cultura do feijdo é cultivada sob condi¢cbes
climaticas de ventos secos e moderados, temperaturas amenas, intensa formacao
de orvalho e grande amplitude diaria de temperatura, com a ocorréncia de noites
frias, caracteristica que podem ser observadas no Estado do Parana. Estas
condicbes associadas a presenca do patdogeno e plantio de cultivares suscetiveis,
formam um ambiente ideal, favorecendo o desenvolvimento da doengca (HEMP;
MASSIGNMA, 2004; VITAL, 2006).
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Dependendo da severidade da doenca e da época de infeccdo, a mancha
angular pode causar reducéo da area foliar sadia e queda precoce das folhas, antes
do completo desenvolvimento dos graos, o que acarreta em menor peso de graos e,
consequentemente, queda na produtividade (VITAL, 2006). Os danos causados por
esse patogeno variam dependendo da suscetibilidade da cultivar, das condicdes
ambientais e da patogenicidade dos isolados (SARTORATO, 2006; VITAL, 2006).

3.2.1 Etiologia

O agente etiolégico da mancha angular, era considerado o fungo
Phaeoisariopsis griseola Sacc. Ferraris [Sin. Isariopsis griseola (Sacc.)] até o ano de
2007, posteriormente passou a ser denominado Pseudocercospora griseola (Sacc.)
Crous e Braun (SINGH; SAINI, 1980, citado por DALLA PRIA; SILVA, 2010).

Pseudocercospora griseola pertence ao grupo dos fungos mitosporicos,
forma estrutura reprodutiva composta por feixes de conidiéforos de coloracéo
escura, denominados sinémios, na face abaxial das folhas, formando tufos visiveis a
olho nu. Os conidiéforos produzem conidios cilindricos, em alguns casos curvos,
septados, com dimensdes variando de 30-70 ym de comprimento, com 5-8 ym de
largura central e aproximadamente 1,5 um de largura basal (WENDLAND et al.,
2016).

3.2.2 Sintomatologia

Os sintomas tipicos da mancha angular podem ser observados nas folhas,
hastes e vagens das plantas. Nas folhas primarias, as les6es sdo normalmente
circulares de coloracdo castanha ou marrom acinzentada, ja nos trifélios, as lesées
aparecem como manchas delimitadas por angulos (o que deu o nome a doencga) de
coloragdo marrom acinzentada de aproximadamente 0,3 a 0,63 cm de diametro,
circundada por um halo amarelado delimitado pelas nervuras. O fungo produz
sinémios e conidiéforos escuros sobre as lesbes apds periodos de 24 a 48 horas de
continua umidade (SARTORATO et al., 1996), quando um grande namero de lesdes
ocorre, pode ocorrer o coalescimento das mesmas, causando necrose e desfolha
prematura (BIANCHINI et al., 2005).
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Nos ramos e hastes, as lesdes sdo alongadas e escuras, jA nas vagens,
inicialmente formam-se lesdes superficiais com os bordos enegrecidos e coloracao
vermelha no centro. A infeccdo nas vagens € menos frequente que nas folhas
(DALLA PRIA; SILVA, 2010), as lesbes podem ser diferenciadas das lesbes de
antracnose por ndo serem deprimidas e ndo apresentarem o centro mais claro.
Sementes podem ser infectadas principalmente através do hilo reduzindo a

germinacao e o desenvolvimento das plantulas.

3.2.3 Epidemiologia

A mancha angular tem como principal fonte de inéculo restos de plantas, onde
0 patdégeno pode sobreviver por um periodo de até 19 meses (WENDLAND et al.;
2016) e a utilizacdo de sementes infectadas com patdégeno. Ocorre sobre a parte
aérea das plantas e durante seu desenvolvimento geralmente ha amarelecimento,
necrose e queda prematura das folhas. A principal forma de disseminacdo dos
esporos produzidos pelo fungo é pelo vento e por respingos de chuva. Temperaturas
entre 16 e 28°C favorecem a infeccéo, e condi¢cdo 6tima de 24°C que pode ser até 3
horas ap0s o contato do patdgeno com o hospedeiro, via estdbmato. Além desses
fatores, longos periodos de alta umidade relativa alternados com periodos com baixa
umidade e acdo dos ventos favorecem o surgimento de epidemias (DALLA PRIA;
SILVA, 2010; BIANCHINI et al., 2005; WENDLAND et al., 2016). Temperaturas
acima de 32°C impedem a infec¢ao, o periodo de incubacéo da doenca varia de 9 a
12 dias e a esporulacdo é favorecida por periodos longos de umidade, 24 a 48
horas, alternados por periodo de baixa umidade (WENDLAND et al., 2016).

Os danos no rendimento da cultura podem variar de 7 a 70% e sao maiores
guanto mais cedo for a ocorréncia da doenca na cultura e sdo dependentes da
suscetibilidade das cultivares, das condicbes do ambiente e da agressividade do
patégeno. A doenca apresenta maior severidade na safra da seca, em areas com
auséncia de rotacdo de culturas, principalmente no sistema de plantio direto na
palha (SARTORATO et al.,, 1996). Embora a mancha angular possa ocorrer nas
folhas primarias da planta de feijao, de modo geral, tem se caracterizado como uma
doenca de ocorréncia no final do ciclo da cultura (HEMP; MASSIGNMA, 2004).

Entretanto, a doenca pode ocorrer desde a emergéncia, sendo que a cultura tem se
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mostrado mais vulneravel ao desenvolvimento da doenca na fase reprodutiva
(VITAL, 2006).

3.2.4 Manejo da mancha angular

O controle da mancha angular pode ser realizado pela utilizag&do de cultivares
resistentes, integracdo de préaticas culturais, como uso de sementes de boa
qualidade, rotacdo de culturas com gramineas, preparo do solo com a incorporagao
profunda de restos culturais e a manutencéo da cultura no limpo (VITAL, 2006). No
entanto, o método mais usado € o controle quimico, como aplicacdo de fungicidas
nas sementes e parte aérea, devido a rapida resposta no controle do patégeno.

O uso indiscriminado de agrotoxicos, pode trazer prejuizos ao meio ambiente,
ao homem, além de poder causar pressao de selecdo sob o patdégeno, sendo a
resisténcia genética das cultivares, dificultada pela alta variabilidade do fungo (REIS
- PRADO et al., 2006), o que pode ser observado no patégeno P. griseola (VITAL,
2006). Ja foram identificados mais de 50 patétipos isolados em diferentes regifes
produtoras no Brasil, a maior diversidade foi encontrada nos Estados de Goias e
Minas Gerais (WENDLAND et al., 2016).

Diante destes fatores, tem-se buscado alternativas no controle das doencas
com o uso de indutores de resisténcia, capazes de proteger a planta antes de um

possivel ataque do patégeno, ou até mesmo apos sua infeccéo.

3.2.5 Controle alternativo de doencas

Buscando um menor impacto ambiental e pressdo de selecdo de
microrganismos, causado pelo uso indiscriminado de fungicidas, o controle bioldgico
tem sido apontado como um método para minimizar o uso de agrotoxicos e
promover a protecdo das culturas (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000;
SLININGER et al., 2003).

O controle biolégico de patdgenos possui uma série de vantagens em relacéo
ao controle quimico. Enquanto os fungicidas apresentam somente um efeito
temporario e necessitam de aplicacOes repetidas durante o periodo de crescimento

da cultura, os agentes de controle biolégico sdo capazes de se estabelecer,
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colonizar e de se reproduzir no ecossistema (AVILA et al., 2005), além de
constituirem uma alternativa para diminuir o potencial de inéculo no solo sem trazer
danos ao meio ambiente (MELLO et al., 2007).

Além disso, os antagonistas podem atuam com agentes indotores de
resisténcia (VIEIRA et al., 2006). O fendbmeno de inducdo pode ser desencadeado
utilizando-se tanto elicitores abidticos quanto bidticos (HEIL et al., 2000). Esses
agentes, nao atuam da mesma forma que fungicidas, nematicidas e inseticidas,
matando o organismo alvo, e sim ativando os mecanismos de defesa da planta.

Dentro dos indutores bidticos pode-se citar o uso de rizobactérias e fungos
como o Trichoderma (ROMEIRO; KIMURA, 1997; SILVA et al., 2004; GAO et al.,
2013; BERGER, 2015).

O fungo Trichoderma é sem duvida, o agente de controle biologico de
doencas de plantas mais estudado e utilizado no Brasil e em outros paises
(BETTIOL et al., 2008). Segundo Howell (2003), as quitinases e B-1,3-glucanases
produzidas por algumas espécies de Trichoderma, sdo as enzimas chave nho
processo de lise das paredes celulares durante a acdo micoparasitica contra fungos
patogénicos.

Esse género inclui espécies antagonistas a varios fitopatdgenos, sendo que
0S principais mecanismos empregados por esses fungos sdo o micoparasitismo e a
antibiose (WOO et al., 2006; HERMOSA et al., 2012).

Além de indutores bidticos, existem indutores abiéticos, sendo que na década
de 1990 houve a identificacdo do agente indutor éster- S —metil do acido benzo —
(1,2,3) — tiadiazole -7 — carbotidico (acibenzolar-S-metilico - ASM) utilizado como
indutor de resisténcia em diversas espécies vegetais (RESENDE et al., 2010). Essa
descoberta contribuiu para um grande avan¢o nos estudos voltado para a indugao
de resisténcia em plantas, a partir disso varios ativadores quimicos de mecanismo
de resisténcia foram testados a exemplo de trabalhos de Aguilar et al. (1998),
Resende (2000), Ram e Castro (2000), Baysal; Turgut; Mao (2005) e Liu et al.
(2006). Ha também relato do uso de fosfito no controle de doencas do cacaueiro e
soja (NOJOSA et al., 2009; GADAGA, 2009; MONTEIRO, 2011) nos patégenos
causadores da vassoura de bruxa (Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer) e ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi Sydow & Syd).

O uso de fosfitos (fertilizantes a base de fésforo - H2POs,, HPO3?) esta se

tornando uma alternativa cada vez mais comum na agricultura, ndo sé por induzirem
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a protecdo as plantas contra determinados patdégenos, mas também por
proporcionarem beneficios nutricionais a planta (NOBRE, 2005). Ja foram
constatadas eficiéncias no uso de fosfito, na inducdo de resisténcia na cultura do
mamoeiro contra Asperisporium caricae (DIANESE et al., 2008) entre outras
culturas. Os fosfitos podem atuar diretamente, inibindo o crescimento micelial e
esporulacdo do patégeno e indiretamente, ativando mecanismo de defesa da planta,
através da producdo de fitoalexinas (JACKSON et al., 2000)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXPERIMENTOS in vitro

Os experimentos in vitro foram conduzidos no laboratorio do curso de
Agronomia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa e foram repetidos duas
vezes, com 0s seguintes tratamentos: V6® (Mn - 2,5%; Zn - 1,9%; Mo - 0,16%),
fosfito de potassio (P20s 26%; K20 19%) fosfito de manganés (P20s - 36%, Mn -
7,0%), fosfito de cobre (N 11%; P20s 22%; S 1,76%; Cu 4%), manganés (Mn 10%; S
5,48%), fungicida (hidroxido de fentina, 40%) o extrato de alga Ascophyllum
nodosum (Acadian® - K20 - 5,3%, carbono organico total - 6,0 %) e os produtos
biolégicos a base de Bacillus subtillis (Serenade® - 13,68 g L™ (1,34%) - 1 x 10° CFU
g') e a base de Bacillus thuringiensis (Dipel® - 32 g Kg? (3,2%) - 25 bilhdes de

esporos viaveis g?).

4.1.1 OBTENCAO E MANUTENGCAO DO INOCULO

O isolado de Pseudocercospora griseola, foi obtido do Instituto Biol6gico de
S&o Paulo, cultivado em meio de cultura Batata - Dextrose - Agar (BDA) em tubo de
ensaio. Este foi repicado em placa de Petri com meio de cultura de suco de tomate -
MSTO (200 mL de suco de tomate integral + 20 g de agar + 4,5 g de carbonato de
calcio + 800 mL de agua destilada) (DALLA PRIA et al., 1997) para posterior
multiplicacdo e producdo de conidios. As placas com as colbnias permaneceram
incubadas em camara tipo BOD a 24 + 2 °C, no escuro.

Foi utilizado o meio de cultura de tomate, como descrito por Dalla Pria et al.
(1997) como o melhor meio para a esporulagdo do fungo. Os produtos foram
incorporados no meio de cultura fundente, nas concentracdes 1, 10, 100 e 1.000
ppm por diluicdo em série a partir de uma solucdo contendo 100 mL do meio de

cultura na concentragéo de 1.000 ppm (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema representativo do método de diluicho em série para a obtencdo das
concentragdes dos produtos utilizados nos experimentos in  vitro com
Pseudocercospora griseola (JACQUES, 2015). Ponta Grossa - PR, 2017.

Apos a incorporacdo dos produtos e solidificacdo do meio de cultura nas
placas de Petri, foram transferidos para o centro das mesmas discos de micélio do
fungo de 0,6 cm de diametro proveniente de uma placa com colonia do fungo com
26 dias de idade, completamente desenvolvida e esporulada (Figura 2). A
testemunha correspondeu a placas contendo apenas meio de cultura MSTO, com
um disco de micélio no centro, sem a incorporacdo dos produtos. As placas foram

vedadas com filme plastico e mantidas em camara tipo BOD a 24 + 2°C no escuro.

Figura 2 - Colbnia de Pseudocercospora griseola completamente desenvolvida e esporulada, com
idade de 45 dias, repicada a partir de suspensdo de esporos (A); disco de micélio do
mesmo fungo repicado em placa de Petri com meio de cultura de suco de tomate -
MSTO com incorporacao dos produtos (B). Ponta Grossa - PR, 2017.
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O crescimento micelial foi avaliado através de medicdo semanal do diametro
da colbnia do fungo, por 45 dias, em dois eixos diametralmente opostos, com auxilio
de régua milimetrada calculando-se a média para cada repeticao.

Foi calculado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) através
da férmula descrita por Oliveira (1991), onde D = diametro médio atual da colbnia,

Da = diametro médio da colbnia do dia anterior, N = nimero de dias de avaliacao.

IVCM =Y (D - Da) /N

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial, 10 produtos x cinco concentragbes, com cinco repeticdes para
cada tratamento. Cada placa de Petri contendo as coldnias foi considerada uma
repeticdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e as médias
quando significativas comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
andlises foram realizadas utilizando o sistema estatistico R, versdo 2.13.2 (R

Development Core Team, 2011).

4.2 EXPERIMENTO EM FOLHA DESTACADA

Em todos os experimentos foram utilizadas folhas de feijao da cultivar IAPAR
Uirapuru, destacadas de plantas no estadio fenoldgico V3 (segundo trifélio aberto),
cultivadas em vasos na casa de vegetacdo da UEPG. Depois de destacadas com o
auxilio de tesoura desinfestada, as folhas foram levadas ao laboratério, onde metade
da sua superficie foi pulverizada até o ponto de molhamento foliar com os produtos
listados na Tabela 1, acrescidos dos tratamentos Trichoderma asperellum — Isolado
SF (1,0 x 101° UFC g?') e acibenzolar-S-metilico (Bion®), em relagdo ao
experimentos conduzidos in vitro.

ApoOs a aplicacdo dos produtos, as folhas foram acondicionadas em caixas do
tipo gerbox (desinfestadas em hipoclorito de sédio a 5%) contendo 3 folhas de papel
filtro (esterilizado) previamente umedecidas com 20 mL de agua destilada e
autoclavada. Foram acondicionadas duas laminas de microscopia para evitar o
contato direto da folha com o papel umido e no peciolo da folha foi colocado uma
por¢cdo de algoddo umedecido com &gua destilada e autoclavada para garantir que a

folha permaneca viva, conforme metodologia descrita por Reis e Kimati (1974) citado
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por Kamikoga (2002) (Figura 3). As caixas gerbox com as folhas foram
acondicionadas em camera tipo BOD com temperatura de 24 + 2°C e fotoperiodo de

12 h, durante todo o experimento.

Tabela 1 - Tratamentos do experimento de inducdo de resisténcia pelo método da folha destacada,
em feijdo (Phaseolus vulgaris) e suas respectivas dosagens acrescentados em 200 mL de

agua. Ponta Grossa - PR, 2017.

TRATAMENTO CONCENTRACAO DOSAG,EM
200 mL agua

High Roots® N 18%, K20 6% 400 pL
Wert Plus® Cu 4%; Mn 6%, Zn 3,9% 400 pL
Fosfito de potassio P20s 26%; K20 19% 6000 pL
Fosfito de manganés P205 36%, Mn 7,0% 560 pL
Fosfito de cobre N 11%; P20Os22%; S 1,76%; Cu 4% 5000 pL
Manganés (Mn 10%; S 5,48%) 3000 pL
Fungicida hidréxido de fentina 40% 3g
Ascophyllum nodosum Acadian® - K20 - 5,3%, carbono organico total - 6,0 % 900 pL
Bacillus subtillis Serenade®-13,68 g L1 (1,34%) - 1 x 10° CFU g 8000 pL
Bacillus thuringiensis Dipel WP® - 32 g Kg! (3,2%) - 25 bi esporos viaveis g1 0,12 g
Trichoderma asperellum Isolado SF 1,0 x 10 UFC g* 0,24 g
Bion® acibenzolar-S-Metilico (ASM) 0,069

Figura 3 - Aplicac@o dos tratamentos em metade do limbo foliar de folhas de feijdo (Phaseolus
vulgaris) para experimento de inducao de resisténcia pelo método da folha destacada,
lado esquerdo da folha protegido durante o0 momento da aplicacdo do tratamento (A) e
somente lado direito da folha com aplicacdo do tratamento (B), para controle de
Pseudocercospora griseola. Ponta Grossa - PR, 2017.

Apbs 72 horas da aplicacdo dos produtos, foi realizada a inoculacdo artificial
do patogeno (P. griseola) na folha inteira. A reaplicacdo dos produtos foi realizada
72 horas ap6s a inoculagdo do patdogeno na mesma metade da folha onde foi
aplicado anteriormente para manter a folha elicitada.

A inoculacdo de P. griseola foi realizada por aspersdo de suspensdo de
conidios (1 x 10* conidios mL™, calibrado com o auxilio da camara de Neubauer)

coletados de colénia em meio MSTO completamente esporulada. Foi avaliada a
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severidade da mancha angular com auxilio da escala diagramatica proposta por
Godoy et al. (1996) a cada dois dias, por um periodo de 24 dias.

O delineamento experimental para o experimento das folhas destacadas foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial de 17 (tratamentos) x 2 (aplicagéo ou
nado do produto em metade da mesma folha), com cinco repeticdes, onde cada
gerbox contendo uma folha foi considerado uma repeticdo. A testemunha foi

composta por folha com pulverizacdo de agua destilada apenas.

4.3 CULTIVO EM CASA DE VEGETACAO

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo pertencente a
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Foram semeadas em cada vaso plasticos
(capacidade para 3,0 L) com substrato vegetal (casca de pinus, eucalipto e cinzas)
trés sementes de feijdo da variedade IPR Uirapuru. Apos a emergéncia foram
mantidas apenas duas plantas por vaso. Os tratamentos utilizados foram os mesmos
do experimento com folhas destacadas (Tabela 1) e a testemunha correspondeu a
plantas pulverizadas somente com agua destilada (Figura 4). A pulverizacdo dos
produtos dos respectivos tratamentos foi realizada quando as plantas de feijao
estavam no estadio vegetativo V3 (primeiro trifélio desenvolvido).

Os produtos dos respectivos tratamentos foram pulverizados no primeiro
trifélio, sendo protegido o segundo trifélio (em desenvolvimento) com copo plastico,
com o objetivo de evitar o contato do trifélio com o produto (Figura 4).

A inoculacdo do patégeno P. griseola foi realizada por pulverizacdo de
suspensao de conidios trés dias apos a aplicacao dos tratamentos em toda a planta,
para se observar a ocorréncia de protecdo local e/ou sistémica, respectivamente
(Figura 5).

ApGs a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara Umida com sacos
plasticos transparentes umedecidos (Figura 6) e temperatura ambiente por 48 horas

em casa de vegetacao, segundo metodologia utilizada por Stangarlin et al., (2000).
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Figura 4 - Plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) no momento da aplicagcdo dos tratamentos
para verificar a indug&o de resisténcia e controle de Pseudocercospora griseola

(A), planta de feijdo com o trifolio protegido com copo plastico no momento da
aplicacéo (B). Ponta Grossa - PR, 2017.

Figura 5 - Coldnia de Pseudocercospora griseola com 45 dias completamente desenvolvida e
esporulada (A), suspensao de conidios (B) e pulverizagédo da suspensao de conidios na

planta de feijdo (Phaseolus vulgaris) em casa de vegetacdo (C). Ponta Grossa - PR,
2017.

Figura 6 - Camara Umida para viabilizacdo de infeccdo de Pseudocercospora griseola inoculado em

plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) em casa de vegetacao (A e B). Ponta Grossa - PR,
2017.
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A severidade da doenca foi avaliada na 12, 22 e 32 folhas a cada dois dias,
apos a inoculacdo, com auxilio de escala diagramatica elaborada por Godoy et al.
(1997) totalizando 10 avaliacdes.

A partir dos dados de severidade foi calculada a Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD), de acordo com Shaner e Finny (1977), como mostra

a equacao abaixo.

nt

AACPD =Z [((yi + Yi+1) /2) X (ti+1 -ti)]

Onde: n é o numero de avaliacoes;
y a intensidade de doengas;
t o tempo quando da avaliagdo da intensidade da doenca;

i e i+1 representam as observacdes de 1 a n.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dez
repeticbes, onde cada vaso contendo trés plantas foi considerado uma repeticao. A
analise de variancia foi realizada por ANOVA com auxilio do software estatistico R
versao 2.13.2 (R Development Core Team, 2011) e a comparacdo de médias

guando significativa pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

4.4 EXPERIMENTO A CAMPO

4.4.1 Localizacdo e caracterizacao da area experimental

Os experimentos foram conduzidos na Fazenda Escola Capdo da Oncga,
pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa, localizada a 25°549” de
latitude sul, 50°3’11” de longitude leste e altitude de 1.025 m acima do nivel do mar.
O clima predominante na regido, segundo o sistema de classificacdo de Kdppen—
Geiger (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007), é do tipo Cfb, com verdes frescos e
ocorréncia de geadas frequentes durante o inverno, sem a presenca de estacao

seca definida. As temperaturas maximas e minimas para a regido sao de 22 e 13°C,
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respectivamente. A precipitacdo média anual é de 1.600 a 1.800 mm, onde 0s
meses mais secos sao junho e julho com média de 100 a 125 mm e agosto com 75
a 100 mm. Estes mesmos meses também s&o considerados os mais frios, com
média de 13 a 14°C (IAPAR, 2011).

4.4.2 Instalacao e conducéo do experimento

A avaliacdo a campo dos possiveis indutores de resisténcia foi realizada em
duas épocas, época "das aguas" e "da seca". A semeadura da primeira época
ocorreu no dia 04 de novembro de 2015 (safra 2015/2016) e da segunda no dia 21
de dezembro de 2015 (safra 2015/2016). A emergéncia das plantas de feijao ocorreu
apos 7 dias da semeadura na primeira época e 10 dias apds a semeadura na
segunda época (Figura 7).

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 13 tratamentos
(Tabela 2) e 4 repeticbes em parcelas de 3,0 x 4,0 m, totalizando area de 12,0 m2. A
cultivar utilizada foi a IPR88 Uirapuru, variedade do tipo feijdo preto, com ciclo médio
de 86 dias, suscetivel a antracnose, mancha angular, bacteriose e mosaico dourado,
e resistente a ferrugem, oidio e mosaico comum. A semeadura da cultura foi
realizada no sistema de semeadura direta na palha no espagamento entre linhas de
0,45 m e populacéo de 15 plantas m™. O controle de plantas daninhas, na primeira
época, foi realizado com herbicida fomesafen + bentazona (150 + 480 g i.a. ha') aos
15 dias ap6s a emergéncia (DAE). Na segunda época foram utilizados o mesmo
produto na aplicagdo aos 17 DAE. O controle de pragas na primeira e segunda
épocas foi realizado com tiametoxam + lambda-cialotrina (28 + 21,8 g i.a. ha') 36
DAE.

As aplicacdes, no primeiro experimento, foram realizadas aos 15 DAE
(estadio V3), 32 DAE (R6 — primeira flor) e aos 47 DAE (R7 — formacado de vagem).
Ja na segunda época, as aplicacbes foram realizadas nos estadios V4 (aos 15
DAE), R6 (aos 29 DAE) e R7 (aos 47 DAE).
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Figura 7 - Area experimental da cultura do feijao (Phaseolus vulgaris), localizada na Fazenda Escola
Capéo da Onca. Ponta Grossa - PR, 2017.

Tabela 2 - Tratamentos do experimento de inducéo de resisténcia a campo, em feijdo (Phaseolus
vulgaris), e suas respectivas dosagens acrescentados em 1900 mL de agua. Ponta
Grossa - PR, 2017.

TRATAMENTO CONCENTRACAO DOSAGEM
High Roots® N 18%, K20 6% 4000 pL
V6® Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% 4000 pL
Wert Plus® Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% 4000 pL
Fosfito de potassio P20s 26%; K20 19% 14400 pL
Fosfito de manganés P205 36%, Mn 7,0% 5500 pL
Fosfito de cobre N 11%; P20s522%; S 1,76%; Cu 4% 7200 pL
Manganés Mn 10%; S 5,48% 7200 pL
Fungicida hidroxido de Fentina 40% 3840 pL
Ascophyllum nodosum Acadian® - K20 - 5,3%, carbono organico total - 6,0 % 14400 pL
Bacillus subtillis Serenade®-13,68 g L1 (1,34%) - 1 x 109 CFU gt 14400 pL
Bacillus thuringiensis Dipel WP® - 32 g Kg! (3,2%) - 25 bilhdes esporos viaveis g1 1,92 ¢
Bion® acibenzolar-S-Metilico (ASM) 0,12 g

Foram realizadas 5 avaliacdes de severidade da mancha angular, estimando
a porcentagem de tecido foliar atacado, com auxilio de escala diagramatica
(GODOY et al., 1996). As avaliacBes na primeira época foram realizadas aos 26, 33,
45, 51 e 59 DAE. J4 na segunda época foram realizadas aos 25, 35, 45, 55 e 64
DAE. Para estas avaliacbes foram analisados o terco inferior, médio e superior dos
trifélios de sete plantas das quatro linhas centrais de cada parcela. Com os dados de
severidade foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).

Em cada parcela, dos dois experimentos, plantas de uma linha, de um metro,
foram colhidas para determinar o nimero de plantas por metro, nimero de vagens
por planta, nUumero de gréos por vagem. Ao final foram colhidas as plantas de uma
area util de 8 m2, para estimar a produtividade padronizando a umidade para 13%. A
colheita do primeiro experimento foi realizada aos 93 DAE (07/03/16) e do segundo
aos 96 DAE (06/04/16).
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
meédias quando significativas foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Os dados de severidade nas avaliagfes foram transformados em arc
sen V(x+0,5)/100. As anélises foram realizadas com auxilio do software estatistico R

versao 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).

4.5 QUALIDADE SANITARIA DAS SEMENTES

As sementes colhidas a campo foram submetidas ao teste de patologia pelo
método Blotter test ou método de papel filtro (HENNING, 1994). Foram utilizadas
200 sementes de cada tratamento, divididas em oito repeticdes de 25 sementes. As
sementes foram dispostas individualmente sobre duas folhas de papel mata borréo
esterilizados e umedecidos com agua destilada e esterilizada no interior do gerbox
(11 x 11 x 3,5 cm) desinfestado. Os gerbox com as sementes foram incubados em
camara tipo BOD com temperatura de 24 = 2°C, por um periodo de sete dias, sob
regime luminoso de 12 horas de luz e 12 horas de escuro (Figura 8). A avaliacéo foi
realizada apds sete dias de incubacgdo, examinando-se individualmente todas as
sementes. Os fungos foram identificados ao nivel de género, com base em suas
caracteristicas morfoldgicas visualizadas sob microscopio estereoscoépico e 6tico e

baseada em Barnett e Hunter (1972), sendo a incidéncia expressa em porcentagem.

Figura 8 - Sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) dispostas em caixa gerbox para avaliagdo da
gualidade sanitaria pelo método Blotter Test. Ponta Gossa - PR, 2017.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
médias quando significativas foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Os dados de sanidade de sementes foram transformados em arc sen
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V(x+0,5)/100 e as andlises foram realizadas com auxilio do software estatistico R

versao 2.13.2 (R Development Core Team, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS in vitro

O periodo de avaliacdo do crescimento micelial do fungo, Pseudocercospora
griseola, durou cinco semanas para os dois experimentos e foi mensurado o
tamanho da col6nia, uma vez por semana. A interagcdo dos produtos com as doses
foi significativa para IVCM (Tabela 3). Para o primeiro experimento, analisando
primeiramente cada tratamento dentro das concentracdes (Tabela 3), observa-se
gue na concentracao de 1000 ppm houve diferenca significativa entre os produtos.
Tabela 3 - indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Pseudocercospora griseola

submetido ao efeito de tratamentos alternativos em diferentes concentrages in vitro.
Ponta Grossa - PR, 2017.

Primeiro experimento

Tratamento Dose (ppm)
0 1 10 100 1000
Hidroxido de fentina 16,40 Aa* 15,03 cB 15,13 cB 15,55 bcAB 15,53 bcAB
Ascophyllum nodosum 16,40 aA 17,45 aA 17,30 aA 16,68 abA 17,30 aA
Bacillus thuringiensis 16,40 aA 15,75 bcAB 15,48 bcAB 15,55 bcAB 15,25 hcB
Bacillus subtillis 16,40 aA 15,00 cB 15,00 cB 15,00 cB 15,00 cB
Fosfito de cobre 16,40 aA 17,75 aA 17,38 aAB 17,70 aA 16,38 abB
Fosfito de manganés 16,40 aA 16,80 abA 16,78 aA 16,88 aA 16,08 bcA
Fosfito de potassio 16,40 aAB 17,10 aA 16,60 abAB 17,13 aA 15,88 bcB
Manganés 16,40 aB 17,65 aA 16,85 aAB 16,90 aAB 17,33 aAB
C.V. (%) 3,82
Segundo experimento
Tratamento Dose (ppm)
0 1 10 100 1000

Hidroxido de fentina 17,53 aA* 16,68 bB 16,64 bcB 16,11 deBC 15,65 cC
Ascophyllum nodosum 17,53 aB 18,25 aA 17,30 abBC 16,68 cdeC 17,30 abBC
Bacillus thuringiensis 17,53 aA 1585 cB 15,48 dB 15,93 eB 15,50 cB
Bacillus subtillis 17,53 aA 15,00 dB 15,00 dB 15,00 fB 15,00 cB
Fosfito de cobre 17,53 aA 17,88 aA 17,78 aA 17,48 abcA 15,60 cB
Fosfito de manganes 17,53 aA 17,75 aA 17,68 aA 17,70 abA 16,65 bB
Fosfito de potassio 17,53 aA 17,73 aA 17,78 aA 17,90 aA 16,58 bB
Manganés 17,53 aAB 18,18 aA 16,38 cC 16,90 bcdBC 18,05 aA
C.V. (%) 2,45

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variacéo.

O tratamento com Bacillus subtillis se destaca entre os tratamentos, pois
apresentou menores valores no crescimento micelial em todas as concentracoes,
entretanto na concentracdo de 1000 ppm néo diferiu estatisticamente do tratamentos

fungicida, B. thuringiensis, fosfito de manganés e potassio. Na concentracdo de 100
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10 e 1 ppm B. subtillis ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos B. thuringiensis e
fungicida, entretanto na concentracdo de 100 ppm os dois ultimos tratamentos nao
diferiram estatisticamente A. nodosum.

Quando avaliado cada tratamento separadamente dentro das concentracoes,
verifica-se que B. thuringiensis reduziu, ainda que pouco o crescimento micelial do
fungo, com o0 aumento na concentracdo do produtos. A. nodosum teve um melhor
controle do patégeno na concentracdo de 100 ppm, manganés apresentou melhor
controle nas concentracdes de 10 e 100 ppm, e o tratamento fosfito de cobre teve
um melhor controle na concentracéo de 1000 ppm.

Houve comportamento linear somente para o tratamento Bacillus
thuringiensis, ja os tratamentos fungicida, fosfito de cobre, manganés e potassio
apresentaram comportamento quadratico (Figura 9).

No segundo experimento, em todas as concentracdes observa-se um melhor
controle com o uso do tratamento com B. subtillis (Tabela 3). Na concetracdo de
1000 ppm, os tratamentos fungicida, B. thuringiensis, B. subtillis e fosfito de cobre se
comportaram de forma semelhante no controle do crescimento mcielial do fungo,
nao diferindo estatisticamente entre si. Na concentracdo de 100 e 1 ppm o
tratamento B. subtillis apresentou melhor controle sobre o desenvolvimento do
fungo, resultado que se iguala ao encontrado no primeiro experimento, seguido pelo
tratamento fungicida. Com 10 ppm, o melhor resultado é obtido com o uso de B.
thuringensis e B. subtillis, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

Quando avaliado cada tratamento separadamente dentro das concentracées
(Tabela 3), verifica-se que o tratamento fungicida, fosfito de cobre, fosfito de
manganés, fosfito de potassio apresentaram maior controle no desenvolvimento do
fungo na concentragdo de 1000 ppm. Bacillus thuringiensis e B. subtillis,
apresentaram maior controle do fungo quando comparado a testemunha, sendo que
B. subtillis apresentou um melhor controle quando comparado aos demais
tratamentos. Os tratamentos A. nodosum e manganés apresentaram melhor controle
no desenvolvimento do fungo na concentracdo de 100 ppm, além de 10 ppm para o

tratamento manganés.
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Figura 9 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Pseudocercospora griseola nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos Bacillus thuringiensis (A),
fungicida (hidroxido de fentina) (B), fosfito de cobre (C), fosfito de manganés (D) e fosfito
de potéssio (E). Ponta Grossa - PR, 2017.

Figueredo et al. (2010) avaliaram a atividade antagonista do isolado CNPMS-
22 de B. subtillis contra os principais fungos fitopatogénicos das culturas do milho e
do sorgo. Os autores relataram que o isolado testado demonstrou presenca de
atividade antagonista contra quatro fungos fitopatogénicos (Fusarium moniliforme,
Exserrohilum turcicum, Acremonium striticum e Colletotrichum sublineolum),
impedindo o crescimento de todas as espécies de fungos testados. Esses autores
afirmam que bactérias do género Bacillus possuem grande potencial para serem
usadas como agentes de controle biologico de fungos fitopatogénicos, pois
diferentemente do que ocorre com outros grupos de bactérias, espécies de Bacillus
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mantém sua atividade fungistatica mesmo apos longos periodos de armazenamento
(PETRAS; CASIDA JUNIOR, 1985).

Para a segunda bateria, houve comportamento linear somente para o
tratamento fungicida, ja os tratamentos B. thuringensis, fosfito de cobre, manganés e

potassio apresentaram comportamento quadratico (Figura 10).
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Figura 10- indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Pseudocercospora griseola nas
concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm para os tratamentos fungicida (hidréxido de
fentina) (A), Bacillus thuringiensis (B), fosfito de cobre (C), fosfito de manganés (D), fosfito
de potéassio (E) e manganés (F). Ponta Grossa - PR, 2017.

Bacillus subtillis tem sido usado comercialmente tanto para o biocontrole de

doencas de plantas como para aumentar a produtividade de culturas (NGUGIA et al.,
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2005; YAO et al., 2006). O antagonismo direto exercido contra fitopatdgenos tem o
envolvimento dos conhecidos mecanismos de antibiose, como a sintese de
substancias antimicrobianas, a competicdo por espago e nutrientes e a sintese de
compostos volateis (LEELASUPHAKUL, HEMMANEE; CHUENCHITT 2008). Isolados
de B. subtillis produzem uma grande variedade de metabolitos antifingicos, entre os
quais se encontram lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e fengicina.

Chen et al., (2008) encontraram 14 compostos volateis de B. subtillis,
identificados através da cromatografia gasosa, com aparente fonte de compostos
bioativos. Monteiro (2002) avaliou mecanismo de antibiose de oito isolados de
Bacillus no controle de linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris e a
participacdo de lipopeptideos neste mecanismo. Os isolados, B. subtillis se
mostraram 0s mais eficientes no antagonismo contra as linhagens de X. campestris
pv. campestris. A correlacdo observada entre a atividade antimicrobiana e a
atividade hemolitica indicou que lipopeptideos estdo envolvidos no mecanismo de
antibiose dos isolados investigados.

Oliari (2014) avaliou o efeito de extrato de algas A. nodosum e Ecklonia
maxima no controle do fungo Monilinia fructicola, agente causal da podriddo-parda,
no péssego. O autor realizou experimentos a fim de verificar o efeito de cinco
concentragées (0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mL L) na qualidade fisico-quimica de frutos no
controle in vivo e in vitro de M. fruticola. No teste in vitro as doses ndo apresentaram
efeito significativo sobre o IVCM e a esporulacao de M. fructicola. Entretanto, no
teste in vivo houve efeito positivo da aplicacao dos extratos, com reducdo da AACPD
de 41,03 e 26,90% para A. nodosum e E. maxima, respectivamente.

Santos et al., (2015) avaliaram o potencial dos fosfitos de cobre, potassio e
manganés (CUBO®, Ultra K10® e Ultra MN10®) sobre o desenvolvimento do fungo
Fusarium oxysporum in vitro. Os fosfitos foram adicionados nas concentracfes de
0,001; 0,002; 0,004; 0,006 % diretamente no meio de cultura BDA, verificando-se o
potencial fungicida desses tratamentos em todas as concentracbes sobre F.
oxysporum, ndo ocorrendo crescimento micelial do fitopatogeno.

Araujo, Valdebenito-Sanhueza; Stadnik (2010) avaliaram a eficiéncia de
diferentes formulagbes comerciais de fosfito de potassio no controle de
Colletotrichum gloeosporioides em experimentos in vitro e in vivo. Os autores
verificaram o tratamento interferiu no desenvolvimento do C. gloeosporioides

diminuindo em 94% o crescimento micelial das colonias.
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5.2 FOLHA DESTACADA

Os primeiros sintomas da mancha angular apareceram aos 12 dias apos
inoculacao (DAI), o tratamento com ASM causou fitotoxidez nas folhas, impedindo
que ocorresse a avaliacdo dos sintomas. Todos os tratamentos, exceto B.
thuringiensis, ndo diferiram estatisticamente da testemunha quando comparado lado
esquerdo e direito da folha (Tabela 4). Somente o tratamento com o controle
biolégico B. thuringiensis apresentou diferenca estatistica entre os lados aplicados,
sendo o lado direito o menor valor da AACPD, quando comparado ao lado esquerdo.

Quando feita a comparacdo entre tratamentos no lado direito (aplicado)
somente o tratamento com o nutriente manganés diferiu estatisticamente da
testemunha. J4 o lado esquerdo (ndo aplicado) os tratamentos B. thuringiensis e
manganés, diferiram estatisticamente dos demais tratamentos, entretanto este ultimo
apresentou maior valor da AACPD quando comparado aos demais, indicando que
este tratamento estimulou o desenvolvimento do patégeno.

De acordo com Bettiol e Astiarraga (1998), os nutrientes minerais exercem
valiosas funcbes no metabolismo das plantas. A nutricdo mineral pode influenciar
tanto na anatomia quanto na composi¢cdo quimica das plantas, o que pode interferir
na resisténcia destas a patégenos (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993). Pode-se citar
como exemplo o trabalho realizado por Truylio (2015) onde a aplicacdo do nutriente
Wert Plus®, no controle de Colletotrichum lindemunthianum, foi eficiente resultado
este que difere ao encontrado no presente experimento.

Gabardo (2015) avaliando indutores de resisténcia abiéticos na cultura da
soja, usou como tratamento o indutor acibenzolar-S-metilico (Bion 500 WG®); célcio
(Max Fruit®?); micronutrientes: cobre, manganés e zinco (Wert Plus®);
micronutrientes: manganés, zinco e molibdénio (V6®); adubo NK (Hight Roots®); o
controle biolégico com A. nodosum e fungicida azoxistrobina + ciproconazol (Priori
Xtra®) com adicdo do adjuvante Nimbus. A autora avaliou pelo método da folha
destacada os indutores contra Phakopsora pachyrhizi, Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia solani, e relatou que nao houve diferenca dos tratamentos para P.
pachyrhizi. JA para S. sclerotiorum e R. solani houve diferenca destacando-se o
tratamento com A. nodusum e micronutrientes: cobre, manganés e zinco e

manganés, zinco e molibdénio, respectivamente.
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Tabela 4 - Area abaixo da curva de progresso da mancha angular (Pseudocercospora griseola) em
folhas destacadas de feijdo (Phaseolus vulgaris) sem aplicacdo, com aplicacdo em funcéo
dos tratamentos realizados. Ponta Grossa - PR, 2017.

Lado da folha

Grupos Tratamentos —
Esquerdo Direito
Controle Testemunha 5,90 Ac* 3,68 Ab
Quimico Fungicida - hidroxido de fentina 9,82 Ac 4,28 Ab
Bioldgicos Ascophyllum nodosum 3,12 Ac 1,68 Ab
Bacillus thuringiensis 74,18 Bb 7,82 Ab
Bacillus subtillis 4,8 Ac 2,60 Ab
Trichoderma asperellum 2,64 Ac 17,68 Ab
Indutores fosfito de Cobre 0,00 Ac 0,00 Ab
fosfito de Manganés 11,06 Ac 9,42 Ab
fosfito de Potassio 33,68 Ac 36,48 Ab
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 0,00 Ac 0,00 Ab
Manganés 135,80 Aa 121,80 Aa
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 10,66 Ac 9,10 Ab
C.V. (%) 9,82

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas nédo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variagéo.

No presente trabalho, o fungicida apresentou valor da AACPD superior a
testemunha, resultado semelhante ao relatado por Truylio (2015). O autor afirmou
gue este resultado se deve, possivelmente, a raca do patdogeno da regido ter
desenvolvido uma resisténcia a estes principios ativos, visto que outros autores

encontraram resultados positivos com o uso desse tratamento (MINUZZI, 2012).

5.3 CASA DE VEGETACAO

A severidade da mancha angular em casa de vegetacao apresentou-se baixa,
e somente 14 dias apos a inoculacao foi possivel a observacado dos sintomas (1°
experimento) e 18 dias ap0s a inoculagcédo do patégeno (2° experimento).

No primeiro experimento 0os primeiros sintomas foram observados nas folhas
cotiledonares e posteriormente no 1° trifélio (tratado) (Tabela 5). Os valores
observados no 1° trifélio foram menores do que os valores observados na folha
cotiledonar, entretanto superiores ao 2° e 3° trifolio, indicando que de alguma
maneira os tratamentos reduziram o desenvolvimento da doencga (Tabela 5).

Alguns tratamentos causaram fitotoxidez nas folhas tratadas, a exemplo do
fosfito de cobre, fosfito de potassio e o fertilizante foliar Wert Plus®, entretanto esse

efeito ndo ocorreu nos novos trifdlios desenvolvidos.
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Na folha cotiledonar, os menores valores da AACPD foram observados nos
tratamentos com fungicida, A. nodosun, Trichoderma asperellum e fosfito de cobre.
O maior valor da AACPD foi obtido no tratamento com o fertilizante foliar Wert Plus®.
Os tratamentos com B. subtillis, fosfito de manganés nao diferiram da testemunha.

Os demais tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 5).

Tabela 5 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de Pseudocercospora griseola em plantas
de feijdo (Phaseolus vulgaris) na folha cotiledonar, primeiro trifélio, segundo trifélio e
terceiro trifélio, em casa de vegetacdo. Ponta Grossa — PR, 2017.

Grupo Tratamentos _Folha 10 20. - 30. .
cotiledonar Trifélio Trifélio Trifélio
Testemunha Testemunha 5,98 b* 342b 0,88ns 0,08b
Quimico Fungicida - hidroxido de fentina 1,38d 243b 0,76 0,00 b
Biol6gicos Ascophyllum nodosum 0,95d 1,35¢ 0,92 0,04 b
Bacillus thuringiensis 3,82¢c 251b 0,10 0,00 b
Bacillus subtillis 589b 160c 0,52 0,22 a
Trichoderma asperellum 1,61d 191c 0,10 0,00 b
Indutores acibenzolar-S-metilico 2,30 c 1,16 ¢ 0,00 0,00 b
fosfito de cobre 0,95d 1,18c 0,93 0,00 b
fosfito de manganés 7,20 b 6,29a 0,63 0,06 b
Fosfito de potassio 3,12¢c 1,04c 0,02 0,00 b
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 2,68c 296b 0,10 0,30 a
Manganés 2,54 c 249b 042 0,00 b
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 6,03 ¢ 294b 1,55 0,30 a
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus® 10,48 a 512a 1,67 0,48 a
C.V. (%) 33,89 35,46 6,42 4,96

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significAncia; ns = ndo significativo; C.V.= coeficiente de variacao.

No 1° trifdlio os tratamentos com menores valores na AACPD foram os
tratamentos biolégicos com A. nodosun, B. subtillis e T. asperellum, o indutor ASM e
os fosfitos de cobre e potassio (Tabela 5). Os demais tratamentos néo diferiram
estatisticamente da testemunha, exceto Wert Plus® e fosfito de manganés, que
apresentaram maiores valores na severidade. No 2° trifélio ndo foi observada
diferenca estatistica entre os tratamentos, ja no 3° trifélio os tratamentos B. subtillis,
e os nutrientes Hight Roots®, V6® e Wert Plus®, foram os Unicos tratamentos que
nao diferiram estatisticamente da testemunha.

Uma alternativa de controle de doencas de plantas € o uso de algas, entre
elas A. nodosum, destaca-se dentre as espécies de algas marinhas comumente
utilizadas no controle de doengas de plantas (KESER, SWENARTON; FOERTCH,
2005; CARVALHO; CASTRO, 2014). Encontra-se na literatura estudos

demonstrando o potencial de uso dos extratos de algas para aumentar o
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desenvolvimento de plantas (KHAN et al., 2009; CARVALHO et al., 2014), sendo
também relatado aumento da tolerancia vegetal a estresses bioticos e abioticos.
Mesmo em baixas concentracdes, os produtos a base de extratos de algas afetam o
desenvolvimento vegetal, indicando que os derivados dos extratos de algas
possuem compostos bioativos (KHAN et al., 2009; CARVALHO et al.,, 2014;
JACQUES, 2015).

Os polissacarideos obtidos de algas marinhas tém demonstrado efeito como
potenciais indutores resisténcia em plantas (PAULERT et al., 2009). Borsato; Piero e
Stadnik (2010) avaliaram a capacidade da alga ulvana em induzir resisténcia em trés
cultivares de feijao contra Uromyces appendiculatus (Pers) Unger., agente causal da
ferrugem, e estudaram os mecanismos de acao envolvidos. A pulverizacdo do
polissacarideo ndo afetou o nimero de pustulas/cm? da ferrugem, mas promoveu
uma reducdo média de 23,8% no diametro das mesmas em plantas de feijao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandes (2007) e Abreu (2005) na
reducdo do crescimento de lesdes de C. lindemuthianum em feijdo e Araujo et al.
(2008) na diminuigéo da severidade da mancha foliar da Glomerella em plantulas de
macieira tratadas preventivamente com ulvana.

No uso de agentes biolégicos no controle de doencas, destaca-se o fungo
Trichoderma, o mecanismo de acdo desse antagonista é através da antibiose,
definida como interacdo entre organismos, na qual um ou mais metabdlitos,
produzidos por um organismo, tém efeito danoso sobre o outro (BETTIOL, 1991).
Pode-se encontrar trabalhos positivos no controle de antracnose do feijado, como os
realizados por Alves e Nunes (2016); Pedro et al., (2012). Entretanto, Henkemeier et
al. (2013) nados constataram inducdo de resisténcia, através da producdo de
fitoalexinas por esse género de fungo, quando comparado ao uso do indutor ASM.

Tratamentos a base de fosforo também tem sido estudado no controle de
doencas de plantas, como exemplo os fosfitos. Segundo Carmona e Sautua (2011) a
forma de controle por esses produtos in vivo sob o fungo, pode ser distinta do
mecanismo in vitro. Fosfitos podem atuar de forma mais fungistatica que fungitoxica,
como afirmam Lobato et al.,, (2010), onde os autores relataram reducédo da
severidade de Phytophora infestans, Rhizoctonia solani e Fusarium solani na cultura
da batata, com o uso de fosfito.

Na cultura do feijdo, Gadaga et al., (2017) avaliaram o efeito de fosfitos na

protecdo de plantas contra antracnose. Os tratamentos utilizados foram: fosfito de K,
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Zn, Mn, K+Mn, K + &cido salicilico e Cu, acido salicilico, acibenzolar-S-metilico e o
fungicida azoxistrobina. Os autores observaram uma menor AACPD em plantas que
receberam aplicagdes dos fosfitos de K e Mn, em comparacéo ao controle, sendo 0s
fosfitos de K, Zn e K + acido salicilico também eficazes no controle da doenca.
Resultado que confirma com o trabalho de Nascimento et al. (2008) no controle de
bactérias na cultura do tomate e Bécot et al. (2000) no controle de oidio nas
cruciferas, que além do fosfito de potéssio, os autores obtiveram resultados positivos
com o uso do fosfito de manganés. Entretanto esses resultados ndo corroboram com
0s encontrados no presente trabalho, assim como no trabalho de Ribeiro Junior et al.
(2006) com mudas de cacau no controle de Verticillium dahliae Kleb.

No segundo experimento (Tabela 6) a doenca demorou mais para se
desenvolver (18 dias ap6s inoculacdo) o que justifica valores iguais a zero em
alguns tratamentos na avaliacdo da folha cotiledonar, visto que essa entrou em
senescéncia antes do aparecimento da doenca além de alguns tratamentos terem
causado fitotoxidade. Os sintomas no 1°, 2° e 3° trif6lios foram mais expressivos
guando comparada ao experimento 1 (Tabela 5).

A testemunha apresentou uma maior severidade da doenca em todos 0s
trifélios (Tabela 6), entretanto mesmo apresentando valores superiores, nao diferiu
estatisticamente do tratamento B. subitillis e fosfito de cobre no 2° trifélio. J& no 3°
trifélios além dos tratamentos citados, plantas tratadas com manganés apresentaram
maior severidade da doenca.

No 1° trifélio (Tabela 6) os menores valores de AACPD foram obtidos nos
tratamentos com fungicida e fosfito de potassio. Ja no 2° trifélio, houve uma reducéo
da doenga em todos os tratamentos com menor valor da AACPD: fungicida, A.
nodosum, B. thuringiensis, T. asperellum, ASM, fosfito de manganés e potéssio,
além dos nutrientes Hight Roots® e Wert Plus®. Os demais tratamentos néo diferiram
estatisticamente da testemunha.

No 3° trifolio todos os tratamentos apresentaram reducdao da AACPD, exceto
B. subitillis, fosfito de cobre e nutrienye maganes que nao diferriam estatisticamente
da testemunha.

A maioria dos fungos patogénicos invade o apoplasto liberando enzimas
pectoliticas que dissolvem a lamela média da folha (TAIZ; ZEIGER, 2005). A

atividade dessas enzimas é extremamente inibida pelo Ca, presente no fertilizante
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Hight Roots®, que reforca a parede celular da planta, o que explica uma correlagéo

negativa entre teores de Ca e severidade de doencas (DORNELES, 2005).

Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de Pseudocercospora griseola em plantas
de feijao (Phaseolus vulgaris) na folha cotiledonar, primeiro trifélio, segundo trifélio e
terceiro trifélio, em casa de vegetagdo. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Tratamentos 'Folha .1(,) . .2? . .3? .
cotiledonar Trifélio  Trifélio  Trifdélio
Controle Testemunha 0,00 b* 7,93 a 3,14 a 1,44 a
Quimico fungicida - hidréxido de fentina) 158b 0,66d 0,46 b 0,60 b
Biolégicos Ascophyllum nodosum 0,00b 2,74c 0,82 b 0,50 b
Bacillus thuringiensis 0,00b 2,74c 155b 0,03 b
Bacillus subtillis 0,72b 3,73c 2,17 a 1,15a
Trichoderma asperellum 3,76a 4,00c 0,93 b 0,20 b
Indutores acibenzolar-S-metilico 0,92b 2,26¢ 0,32b 0,12b
fosfito de cobre 0,12b 2,95c 2,70a 1,30 a
fosfito de manganés 0,00b 5,48hb 1,42b 0,24 b
fosfito de potassio 0,00b 1,24d 0,62b 0,20 b
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 0,00b 5,03b 1,21b 0,00 b
Manganés 0,00b 2,36¢C 1,92 a 1,70 a
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus® 0,00b 2,38¢c 1,46 Db 0,26 b
C.V. (%) 32,59 36,33 15,26 12,51

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; C.V.= coeficiente de variacao.

O tratamento com fosfito de potassio também apresentou controle significativo
da doenca em todos os trifélios. O potassio é o Unico macronutriente que apresenta
consistentes resultados positivos na reducdo da incidéncia de doencas, pois a sua
deficiéncia provoca acumulo de aminoacidos sollveis, que sdo nutrientes de
patdogenos (DORNELES, 2005).

Os macronutrientes nitrogénio, potassio e calcio, em deficiéncia ou excesso,
sd0 0s que provocam as maiores mudancas estruturais e bioquimicas, tornando as
plantas mais suscetiveis ao ataque de patdgenos (SILVEIRA et al., 2003). De acordo
com Huber (2005), h4 uma relacdo positiva no controle de doencas pelos
macronutrientes K e P, entretanto o macronutriente N quando aplicado de forma
desequilibrada na planta, aumenta a predisposicdo da mesma ao ataque de
patdogenos (BENDENDO; AMORIM, 2011).

As doencas da cultura do feijdo séo controladas com medidas de manejo
integrado as outras praticas, como rotacdo de cultura, adubacdo (NUNES, 2002).
Para o controle da mancha angular, os teores de nitrogénio sdo monitorados e
mantidos na faixa de suficiéncia, pois tem contribuido para redugdo da doenca no

campo. O fésforo, manganés e enxofre sdo 0s macronutrientes que menos se
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relacionam com a ocorréncia de doencas, pois a caréncia destes nutrientes altera
pouco as barreiras mecanicas e a sintese de fitoalexinas (DORNELES, 2005).

O ASM é um anélogo do AS, que age induzindo a ativagdo de genes que
codificam proteinas PR e enzimas relacionadas com a producdo de fitoalexinas e
lignina (RESENDE et al., 2000).

Birigimana e Hofte (2002) testaram diferentes doses de ASM, para o controle
de C. lindemuthianum, os autores observaram que o aumento da resisténcia era
dependente da dose utilizada. Porém, doses de 100 e 1000 pM tornaram as folhas
menores e verde escuras, 0 que 0s autores consideraram como fitotoxidez. Iriti e
Faoro (2003) utilizaram a dose de 300 uM, visto que, em trabalhos anteriores essa
dosagem demonstrou maxima eficiéncia sem causar sintoma de fitotoxidez. Os
autores inocularam U. appendiculatus 1, 3, 7 ou 14 dias apdés a inducdo e
observaram reducdo de 54,2, 81,1, 99,9 e 100% no numero de pustulas,
respectivamente e quando se efetuou 2 ou 3 aplicacbes antes da inoculacdo a
reducao foi de 99,6 e 100%, respectivamente.

Bacillus subtillis foi o Unico tratamento bioldgico que ndo apresentou eficiéncia
no controle da mancha angular no presente trabalho (Figura 11). Entretanto essa
bactéria, entre outras espécies do mesmo género, tem sido amplamente usada no
controle de doencas em diferentes culturas. Segundo Barros et al. (2010) B. subitillis,
uma espécie de bactéria saprofitica, que produz um composto chamado subtilina,
este age de forma deletéria sobre acaros fitoparasitas e insetos fitéfagos sugadores
e também sobre os fitopatbgenos causadores de doencas de plantas. Outras
espécies se destacam dentro do género Bacillus, Silva et al. (2003) observaram em
plantas de tomate induzidas por B. cereus, aumento da resisténcia a patdgenos
como Alternaria solani (66%), Corynespora cassiicola (37%), Oidium lycopersici
(66%), Stemphylium solani (56%) e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (35%).
Garcia e Romeiro (2011) avaliaram o efeito de isolados de Bacillus cereus e
Pseudomonas putida sobre a severidade da mancha angular do feijao e relataram a
eficiéncia dessas bactérias em reduzir a severidade da doenca, apresentando o

mesmo nivel de controle que o fungicida clorotalonil.
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Figura 11 - Folha de feijdo (Phaseolus vulgaris) tratada com Bacillus subtillis, com sintomas de
mancha angular (Pseudocercospora griseola) (A) lesdo de mancha angular com
formacao de sinémios (B). Ponta Grossa - PR, 2017.

5.4 EXPERIMENTOS A CAMPO

No momento da primeira aplicacdo dos produtos no campo, ainda ndo havia
sido constatada a presenca dos sintomas de mancha angular. A antracnose foi a
doenca que ocorreu primeiro e em maior severidade em ambas as épocas de
semeadura dos experimentos. Observou-se correlacdo negativa entre a antracnose
e a mancha angular, isto €, nas plantas e/ou parcelas onde se observaram altos
indices da antracnose, constataram-se baixos indices de mancha angular e vice e
versa, possivelmente este fato tenha ocorrido pela competicdo por sitio de
alimentacdao, resultado semelhante encontrado por Gadaga (2009).

Os primeiros sintomas de mancha angular foram observados somente nas
duas ultimas avalicdes no primeiro experimento, 51 DAE e 59 DAE no segundo
experimento nas Ultimas trés avaliagbes aos 45, 55 e 64 DAE. Além da presenca do
fungo C. lindemuthianun, o atraso na ocorréncia da doenca foi devido ao clima,
onde, o fungo necessita de uma temperatura que varia em torno de 16 a 28°C, com
temperatura Otima a 24°C e a infeccdo ndo ocorre quando a temperatura encontra-
se proximo a 32°C. Ja em relagdo a umidade, o patdogeno €& favorecido por alta
umidade (24 a 48 horas), alternados por periodos de baixa umidade. Entretanto, no
inicio do ciclo da cultura foram poucas ocorréncias de chuva com oscilacdes de
temperatura, (Anexo 2), possivelmente tenha sido esse o motivo do atraso no inicio
da doenca.

Na primeira época de semeadura todos os tratamentos apresentaram menor
AACPD em relagdo a testemunha. Isso indica que, houve controle do fungo P.

griseola, em diferentes niveis com os tratamentos utilizados (Tabela 7).



144

Os tratamentos com melhor controle sob a doenca foram o controle quimico
com o fungicida, os controles biolégicos com a alga A. nodosum, a bactéria B.
thuringiensis e o fertilizante V6®. Os demais tratamentos n&o diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 7).

Era esperado um melhor controle do tratamento com fungicida visto que,
trata-se de um controle quimico amplamente utilizado pelos produtores que
apresenta excelente controle tanto da mancha angular quanto da antracnose na
cultura do feijdo. O hidroxido de fentina € um fungicida de contato do grupo quimico
organoestanico, este grupo é classificado como inibidores multi-sitio, prevenindo a
germinacdo de esporos e inibindo o metabolismo de fungos, particularmente a
respiragao, inibem a fosforilagdo oxidativa na mitocondria e induzem a peroxidagéo
de lipidios (FRAC, 2005).

Tabela 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de mancha angular (Pseudocercospora

griseola) média na planta inteira em funcao dos tratamentos realizados em feijao, cultivar
Uirapuru. Epoca 1 e 2, safra 2015/2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Grupo Tratamentos 12 época 22 época
Controle Testemunha 15,10 a* 7,55 ns
Quimico fungicida - hidréxido de fentina 0,35¢c 7,94
Bioldgicos Ascophyllum nodosum 0,09 c 7,86
Bacillus thuringiensis 294 c 5,26
Bacillus subtillis 7,10 b 7,22
Indutores acibenzolar-S-metilico 528b 5,09
fosfito de cobre 7,19b 5,68
fosfito de manganés 4,27b 6,95
fosfito de potassio 598D 6,93
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 4,33b 7,02
Manganés 5,76 b 7,21
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 351lc 6,89
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 7,13 b 6,62
C.V. (%) 50,34 27,76

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significncia; ns = néo significativo; C.V.= coeficiente de variacéo.

O tratamento com A. nodosum, nao diferiu estatisticamente do fungicida, B.
thuringensis e V6®. O uso de algas marinhas vem sendo uma alternativa
ecologicamente sustentavel no controle de doengas de plantas. Ascophyllum
nodosum é um exemplo de espécie que habita aguas salgadas (UGARTE; SHARP;
MOORE, 2006), diversos estudos tém apontado o potencial de uso dos extratos de
algas para incrementar o desenvolvimento vegetal, algumas vezes com

consequentes aumentos na producdo, sendo também relatado aumento da
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tolerancia vegetal a estresses bidticos e abioticos. Autores relatam que, mesmo em
baixas concentracbes, os produtos a base de extratos de algas afetam o
desenvolvimento vegetal, sugerindo que os derivados dos extratos de algas
possuem compostos bioativos (KHAN et al., 2009; CARVALHO et al., 2013, 2014).

As algas podem atuar de forma direta no controle dos patdgenos, através do
controle total ou parcial dos microrganismos, podendo interferir também na viruléncia
de agente patogénicos, além favorecer a promocdo de crescimento de
microrganismos benéficos as plantas que podem atuar como antagonistas de
fitopatdgenos. Ja indiretamente podem atuar através de respostas vegetais, como
sintese e aumento da atividade enzimatica (como quitinase e peroxidade), alteracao
do metabolismo secundério, sintese de compostos de defesa (fitoalexinas,
flavanoides e terpendides) além da sintese e ou degradacdo de horménios (como
auxinas, citocininas, giberelinas e acido jasmonico) sendo esses responsaveis pela
abscisao foliar (CARVALHO; CAMARGO CASTRO, 2014).

Ha relatos do uso dessa alga no controle de Colletotrichum spp. em pimentas
dedo-de-moca (Capsicum baccatum) em pés-colheita (SILVA et al., 2011). Encontra-
se também trabalhos no controle da bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato e
Sclerotinia sclerotiorum em plantas de Arabidopsis thaliana (SUBRAMANIAN et al.,
2011). A mesma alga também diminuiu a severidade de doencas causadas por
Alternaria radicina e Botrytis cinerea em folhas de cenoura (JAYARAJ et al., 2008) e
Monilinia fructicola (OLIARI, 2014).

Entretanto resultados satisfatérios ndo foram encontrados por Nesi et al.
(2013), onde os autores ndo encontraram efeito do uso da alga no controle de
Mycosphaerella fragariae na cultura do morango.

Devido a busca por alternativas de controle, aos fitopatégenos, menos
impactantes ao homem e ao meio ambiente, 0 método biolégico vem ganhando
grande espaco e trazendo resultados positivos, a exemplo do uso da uso da bactéria
do género Bacillus. As espécies do género Bacillus sdo consideradas potenciais
agentes de biocontrole de patdgenos foliares e de solo (McCSPADDEN GARDENER
DRIKS, 2004; JACOBSEN; ZIDACK; LARSON, 2004). Estas bacterias produzem
uma ampla gama de lipopeptideos bioativos, compostos que suprimem o0s
patogenos das plantas através do mecanismo de antibiose (CHEN et al., 2009). Ha

relatos na literatura do uso dessa bactéria para controle de fitopatdgenos entretanto,
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B. thuringiensis é mais utilizado como inseticida, e no presente trabalho foi a espécie
de Bacillus que apresentou menores valores da AACPD.

Segundo Maheshwari (2013) essa bactéria acumulou proteinas PR em
plantas de café, reduzindo a incidéncia e severidade de H. vastatrix. Ainda segundo
0 mesmo autor, em plantas de milho, B. thuringiensis possui capacidade de inducao
de resisténcia contra podriddées de colmo causadas por Erwinia carotorovora, pois
suprime a percepcdo de quorum (quorum sensing) de viruléncia do patdgeno,
mecanismo de comunicagdo entre as bactérias que determinam a patogenicidade.

Outro tratamento com menor valor de severidade da mancha angular, foi o
fertilizante foliar V6® (Tabela 7). Esse tratamento é composto por manganés (2,5%),
zinco (1,9%) e molibdénio (0,16%). Ja foi relatado os efeitos da nutricdo mineral
sobre o crescimento e a produtividade das culturas, além de poder agir alterando a
resisténcia das plantas contra pragas e doencas (MARSCHNER, 1995).

O nutriente molibdénio, também pode indiretamente contribuir para a
prevencao de doengas, pois participa da ativagdo das enzimas redutase do nitrato e
nitrogenase, enzimas chaves do metabolismo do nitrogénio em plantas superiores
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo Jesus Junior (2001), o desenvolvimento e a
producdo de plantas de feijdo pulverizadas com molibdénio via foliar, inoculadas
com U. appendiculatus e P. griseola, apresentaram reducdo na severidade das
doencas, bem como promoveu incremento na area foliar, na taxa fotossintética
liguida e na producao da cultura do feijao.

O zinco é um dos principais micronutrientes da nutricdo das plantas, pois
participa em varios processos metabdlicos, além de contribuir para diminuir ou
intensificar a incidéncia de algumas doencas (CARVALHO et al., 2008).

Dorneles (2005), avaliou a possibilidade de controle da mancha angular no
feijdo por meio de pulverizacdo foliar com biofertilizante liquido. Entretanto, os
biofertilizantes testados pouco contribuiram para a reducdo da doenca. Segundo o
autor, o fésforo, manganés e enxofre sdo 0s macronutrientes que menos se
relacionam com a ocorréncia de doencas, pois a caréncia destes nutrientes altera
pouco as barreiras mecéanicas e a sintese de toxinas como as fitoalexinas.

Os demais tratamentos avaliados no presente trabalho, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si (Tabela 7).

O indutor ASM vem sendo amplamente utilizado no controle de doencas

através, da inducdo de resisténcia em plantas. O ASM ndo possui agao direta sobre



147

o0 patdégeno, mas pode ser rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e ativar,
sistematicamente, a resisténcia pela interferéncia em processos fisiologicos e
bioquimicos das plantas (DEBONA et al., 2009). Trabalhos ja foram realizados na
cultura do mamé&o no controle da antracnose (DANTAS et al. 2004). Entretanto o
mesmo resultado ndo foi obtido por Silva et al., (2008) no controle da vassoura-de-
bruxa do cacaueiro, por Toyota (2008) no controle da ferrugem do cafeeiro e
Carvalho (2010) no controle da ferrugem asiatica da soja, quando os indutores de
resisténcia foram aplicados isoladamente.

No entanto, melhores resultados desses produtos, podem ser potencializados
associando-os a fungicidas tradicionalmente utilizados para o controle da doenca ou
outro tratamento, a exemplo o biolégico. Pode-se citar o controle de mancha angular
no feijdo em trabalho realizado por Viecelli et al. (2010) e Garcia e Romeiro (2011)
onde os autores associaram do o indutor ao controle biolégico com o fungo
Pycnoporus sanguineus.

Também como forma alternativa ao controle quimico, tem-se o uso de fosfito
no controle de doencas, podendo o tratamento agir diretamente sobre o patdégeno ou
indiretamente, induzindo a resisténcia sistémica na planta, pela sintese de
fitoalexinas, compostos fendlicos e PR-proteinas (proteinas relacionadas a
patogénese) (CARMONA; SAUTUA, 2011).

Ha relatos no controle de diversos patdégenos em diferentes culturas, como
exemplo o trabalho de Gadaga (2009) que relatou eficiéncia da aplicacao de fosfitos
de potassio, zinco, manganés e potassio no controle da antracnose do feijao,
entretanto ndo houve eficiéncia no controle da mancha angular. Resultados
satisfatorios com o uso de fosfito, também foram relatados por Ribeiro Junior (2008)
no controle de ferrugem no café, por Peruch e Bruna (2008) no controle do mildio na
videira e no controle da mancha bacteriana do tomate (NASCIMENTO et al., 2008).
Na segunda época de semeadura, ndo houve diferenca estatistica entre o0s

tratamentos (Tabela 7).

5.4.1 Componentes de produgéo e produtividade

Na primeira época de semeadura houve diferenga entre os tratamentos

quando avaliado os componentes de producdo somente para as variaveis numero
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de vagem por planta e numero de grdos por vagem. Nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos para a variavel produtividade (Tabela 8).

Tabela 8 - Componentes de rendimento: plantas por m, vagens por planta, grdo por vagem e produtividade (Kg hat)
em funcdo dos tratamentos realizados em feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar Uirapuru, época 1 e 2, safra
2015/2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Epoca 1l
Plantas Nimero . .
Grupo Tratamentos de NUumero Produtividade
por metro N
vagens de graos
Controle Testemunha 10,75 ns 121,25a* 673,25a 3946,13 ns
Quimico fungicida - hidréxido de fentina 9,00 89,00 b 504,25 b 2843,48
Biologicos Ascophyllum nodosum 13,25 93,75b  542,25b 3552,67
Bacillus thuringiensis 7,75 79,50 b 441,25 b 3868,59
Bacillus subtillis 9,00 91,00 b 502,00 b 3847,95
Indutores acibenzolar-S-metilico 10,00 91,75 b 501,50 b 2529,13
fosfito de cobre 10,25 113,00a 619,75a 3407,70
fosfito de manganés 10,25 121,00 a 692,00 a 3305,38
fosfito de potassio 10,00 126,25a 687,75a 3172,07
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 11,50 122,25a 491,50b 2840,41
Manganés 9,00 84,25 b 468,00 b 3484,94
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 9,50 86,75 b 495,50 b 2885,94
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 8,75 89,75 b 469,25 b 2704,35
C.V. (%) 17,22 17,44 13,51 12,74
Epoca 2
Grupo Tratamentos Plantas por Namero de Nl]mgro L Produtividade
metro vagens graos
Controle Testemunha 14,00 a* 109,75 a 529,75 b 5001,09 c
Quimico fungicida - hidroxido de fentina 11,25 b 112,00 a 595,25 a 8524,17 a
Biolégicos Ascophyllum nodosum 14,25 a 98,50 b 491,50 b 4984,27 ¢
Bacillus thuringiensis 13,50 a 121,00 a 552,25 a 5361,03 ¢
Bacillus subtillis 12,50 b 103,25 b 498,25 b 4802,52 ¢
Indutores acibenzolar-S-metilico 14,25 a 127,00 a 603,00 a 6215,05b
fosfito de cobre 11,50 b 114,00 a 594,25 a 5624,34 b
fosfito de manganés 13,75 a 93,00 b 546,50 a 6189,08 b
fosfito de potassio 13,75 a 114,75 a 575,50 a 6032,77 b
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 13,75 a 111,50 a 599,25 a 4672,08 ¢
Manganés 14,25 a 98,00 b 486,00 b 4817,85¢
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 13,50 a 112,25 a 491,00 b 5709,11 b
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 11,00b 96,75 b 458,50 b 4716,57 c
C.V. (%) 11,88 9,62 11,62 14,63

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia; ns
= ndo significativo; C.V.= coeficiente de varia¢éo.

Na segunda época quando analisada a variavel planta por metro, 0s
tratamentos fungicida, B. subtillis, fosfito de cobre e Wert plus® apresentaram um
menor numero de plantas, ja os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente

entre da testemunha. Numero de vagens por planta, 0os Unicos tratamentos que
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diferiram estatisticamente da testemunha foram A. nodosum, B. subtillis e fosfito de
manganeés.

Para a varidvel grdos por vagem, os tratamentos que nao diferiram da
testemunha foram A. nodosum, B. subtillis e manganés. A maior produtividade foi
obtida pelo fungicida.

Segundo Kuhn (2007) uma diversidade de situacbes pode acontecer
engquanto ocorre o desenvolvimento de uma planta juntamente com o processo de
inducdo de resisténcia. Uma das alteracbes pode se dar principalmente, pela
variacdo nas condi¢cdes de crescimento da planta. Devido a isto, a produtividade
mostra dependéncia em funcédo da dose do indutor, da condicdo nutricional e da
interacao bioldgica a que estdo sujeitas.

Gadaga (2009) avaliando diferentes tratamentos no controle de antracnose e
mancha angular na cultura do feijdo relatou que a produtividade da cultura foi
incrementada com a aplicacdo dos fosfitos de potassio, zinco, manganés e potassio
juntamente com é&cido salicilico e fungicida Amistar.

Na literatura € possivel encontrar diversos trabalhos com o indutor ASM na
reducdo de severidade de doencas, entretanto este tratamento nao interfere de
forma direta na produtividade de algumas culturas, como exemplo o trabalho de
Godard et al., (1999) com a cultura da couve-flor, com controle de mildio
(Peronospora sp.) com o uso de ASM, em diferentes concentragdes. Os autores
observaram que a doenca pode ser controlada em diferentes niveis, dependendo da
concentracédo utilizada, entretanto ocorria uma reducéo na altura das plantas.

Resultado semelhante foi relatado em campos cultivados com tomate, o0 ASM
foi aplicado semanalmente, reduzindo a severidade da mancha bacteriana causada
por Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, entretanto a producao total néo foi
significativamente afetada pelo tratamento com o indutor ou pelo tratamento-padréo
(LOUWS et al., 2001). Iriti e Faoro (2003) também observaram reducdo namero de
vagens e peso seco das sementes, na cultura do feijdo, quando induzido com ASM
(140 mg L),

O ASM é um eliciador quimico de resisténcia da planta. Segundo Kuhn e
Pascholati (2010) qguando os mecanismos de defesa da planta sdo ativados, ha um
custo energético que compromete algumas de suas fun¢cdes como a reproducéao,

reduzindo assim muitas vezes a sua produtividade.
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Estes trabalhos mostram claramente a influéncia sobre o desenvolvimento
das plantas e na sua produtividade, em funcéo da dose utilizada e da quantidade de
aplicagbes dos elicitores. Muitos trabalhos ndo mostram reducdo da produtividade
nas culturas onde se utliza o indutor, entretanto, espera-se um aumento na
produtividade das culturas quando ocorre reducao da severidade da doenca.

Alguns trabalhos apresentam aumento de produtividade por parte das plantas
em funcdo dos indutores bidticos utilizados, sendo que alguns apresentam
caracteristicas que os classificam como promotores de crescimento, como bactérias
e algas, exemplos de tratamentos utilizados no presente trabalho. Entretanto outros
agentes biolégicos, como exemplo a bactéria B. cereus, ndo apresenta essas
caracteristicas, apenas a capacidade de induzir resisténcia contra patdgenos,
portanto, ndo poderia aumentar a produtividade.

O uso de B. subtillis também € comprovado no aumento de produtividade das
culturas, a exemplo do trabalho de Kehlenbeck e Schénbeck (1995) na cultura da
cevada.

Albuquerque; Albuquerque e Evangelista (2014) avaliaram o efeito de
solucéo de extrato da alga A. nodosum sobre a producéo e qualidade dos cachos de
uvas, crescimento vegetativo e teor de nutrientes nas bagas e relataram que com o
uso da alga obtiveram maior vigor da brotacdo, favorecendo o crescimento dos
brotos, o nUmero e a biomassa de folhas por planta; aumento de producao e melhor
qualidade das uvas, com maior quantidade de cachos comerciaveis; aumento dos

teores de calcio (Ca), cobre (Cu) e zinco (Zn) nas bagas de uvas.

5.5 QUALIDADE SANITARIA

Na avaliagcdo das sementes colhidas, em ambas as safras, houve incidéncia
de fungos patogénicos e saprofitas. As sementes constituem o mais eficiente agente
de transporte e disseminacdo dos patdgenos, e ainda no abrigo mais seguro a sua
sobrevivéncia (SILVA et al., 2014). A distribuicdo de sementes € aleatéria e propicia
focos primarios de infeccdo no campo, na fase inicial da cultura (BARROS, 2011).
Vale a pena salientar que uma Unica semente germinada ou ndo, pode carregatr,

concomitantemente, varias espécies de patdégenos (MACHADO, 1994).
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Na primeira época, 0s organismos potencialmente patogénicos foram
Fusarium sp, Colletotrichum truncatum e Phomopsis sp. (Tabela 9). Fusarium sp,
teve maior incidéncia na testemunha, no tratamento biolégico com A. nodosun e B.
subtillis, fosfito de potassio e fertilizante High Roots®. Os tratamentos que
apresentaram menor incidéncia do patogeno foram o indutor ASM e os fertilizantes
foliares V6® e Wert Plus®, resultados esses que superam o controle realizado pelo
tratamento fungicida.

O género Fusarium sp, pode causar na cultura do feijjdo a murcha ou
amarelecimento de fusarium, causada pela espécie Fusarium oxysporum (Schlecht.)
f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder. Esse patégeno ocorre em praticamente todas as
regides produtoras do Brasil, sua importancia tem aumentado principalmente em
cultivos intensivos da mesma cultura na mesma area (PAULA JUNIOR et al., 2004).
Trata-se de um habitante do solo, transmitido principalmente por meio de sementes
infestadas, por residuos de cultura infectados ou por implementos agricolas
contaminados (SARTORATO et al., 1987; TOLEDO-SOUZA et al., 2008). A Portaria
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento estabeleceu nivel de
tolerancia zero para algumas Pragas Nao Quarentenarias Regulamentadas (PNQR),
dentre elas o agente causal da murcha de Fusarium (BRASIL, 2009).

Outro patégeno de grande importancia, detectado no presente trabalho, foi o
fungo Colletotrichum truncatum, a maior incidéncia foi encontrada nos tratamentos
com fungicida, controle biolégico com A. nodosun, B. thuringiensis, o indutor ASM,
além do fosfito de cobre e o nutriente Wert Plus® (Tabela 9).

Colletotrichum truncatum causa doenca em outras espécies, como Soja,
lentilha, feijdo-fava, feijdo caupi, pitaia, pimenta (CAVALCANTE et al.,, 2012;
ARMSTRONG; CHERYL, 2004; BANNIZA, 2006; DIAO et al., 2015; CARVALHO,
2009; WEIDEMANN et al.,, 1988), sendo a doenca conhecida como antracnose
(MOTA 2013), no Brasil seu principal hospedeiro é a soja.

Na cultura do feijao (WEIDEMANN et al.,, 1988) a doenca foi denominada
como sarna do feijao, com danos que podem chegar a 100% da lavoura. Por ser
uma doenca detectada recentemente na cultura do feijao, ainda ndo s&o bem
conhecidas as medidas de controle (MOTA, 2013). Entretanto como o fungo pode
ser transmitido pelas sementes, recomenda-se 0 emprego de sementes de boa

qualidade fitossanitaria, assim como nao cultivar o feijdo no sistema de semeadura
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direta apdés a cultura de milho ou sorgo, se houver histérico da doenca
(SARTORATO, 2006).

Phomopsis sp. é um fungo potencialmente patogénico e apresentou
incidéncia na maioria dos tratamentos no presente trabalho, exceto nos fosfitos de
manganés e potassio (Tabela 9). O tratamento com maior incidéncia foi o fungicida,
sendo superior a testemunha. As sementes apresentavam-se enrugadas e
recobertas por frutificagbes negras, por onde era liberado uma massa gelatinosa,
constituida pelos conidios do fungo. Segundo Gomes (2012) espécies do género
Diaporthe Nitschke (fase anamorfica Phomopsis Sacc. Bubak) tém sido descritas em
uma ampla gama de hospedeiros em todo o mundo como fitopatogénicas de
importancia econdmica, endofiticas, saprofiticas e recentemente foram descritas
causando problemas de salde em humanos e outros mamiferos. O género
Diaporthe causa doencas em outras espécies de plantas no Brasil como algodéo
(BELOT; ZAMBIASI, 2007), feijdo (SOUZA, 2011; GONZAGA; QUEIROZ, 2010),
café (ANJOS et al., 2001, VEGA et al., 2010) e soja (LEITE et al., 2013; GOMES,
2012).

Foram encontrados ainda nas sementes da primeira época, os fungos do
género Trichoderma sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. (Tabela 9). Trichoderma sp.
teve maior incidéncia no tratamento com o nutriente Hight Roots® e nenhuma
incidéncia nos tratamentos B. thuringiensis, B. subtillis, nos fosfitos de manganés e
potassio e nos nutrientes V6® e Wert Plus®. JA o género Aspergillus, apareceu com
menor frequéncia nos tratamentos, somente na testemunha, fosfito de potassio e
Hight Roots apresentaram maior incidéncia do fungo. Penicillium sp. também
apresentou baixa incidéncia nos tratamentos, ndo ocorrendo diferenga significativa
entre eles.

Espécies do género Aspergillus foram observadas em sementes de feijao
(COUTINHO et al., 2004) e em feijdo macassar, também conhecido como feijao-de-
corda (TORRES; BRINGEL, 2005).

Na segunda época houve a incidéncia dos Fusarium sp., Alternaria alternata,
Phomopsis sp. e Aspergillus sp. (Tabela 10). Os tratamentos B. thuringiensis, ASM,
fosfito de manganés, Hight Roots®, V6® e Wert Plus® apresentaram menor incidéncia
de Fusarium sp., em relacdo aos demais tratamentos. Para a incidéncia de
Aspergillus e Phomopsis ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 10).
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Segundo Barros (2011) o principal meio de disseminacdo da maior parte das
doencas do feijdo em nivel de lavoura, sdo por sementes contaminadas, 0S
principais patdogenos associados as sementes de feijdo: Alternaria sp., Cercospora
sp., C. lindemuthianum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium sp.,
Isariopsis griseola, M. phaseolina, Phomopsis sp., R. solani, S. sclerotiorum, S.
rolfsii, Pseudornonas syringae pv. tabaci, Xanthomonas phaseoli e o virus do
mosaico comum do feij&o.

No Brasil, os produtores de feijdo normalmente reservam parte dos graos
produzidos e utilizam como sementes. Estas sementes podem resultar em uma
mistura de variedades, com alto teor de umidade, baixa taxa de germinacéo e de
vigor, ponto de maturidade, danificacdo mecéanica, além de poder contribuir para
disseminacdo de pragas e patdgenos, resultando em reducdo de producao,
produtividade e qualidade dos grdos produzidos (ZAMBOLIM, 2005; FREITAS,
2007).
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Tabela 9 - Incidéncia (%) de patégenos em sementes em funcéo dos tratamentos realizados em campo no feijao (Phaseolus vulgaris) na area experimental
Fazenda Capéao da Onga, época 1 - safra 2015/2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Colletotrichum

Grupo Tratamentos Fusarium sp Aspergillus sp. truncatum Phomopsis sp. Trichoderma sp. Penicillium sp.
Controle Testemunha 80,5 a* 1,0ns 20b 0,5b 55b 10a
Quimico L‘f;‘%ﬁ'ﬂi de fentina 61,5 b 0,5 50a 55 a 0,0¢ 0,0a
Biologicos Ascophyllum nodosum 825a 0,5 35a 0,5b 15¢c 0,0a
Bacillus thuringiensis 61,0b 0,0 6,5a 15b 0,0c 0,0a
Bacillus subtillis 77,0 a 0,0 10b 15b 0,0c 0,0a
Indutores acibenzolar-S-metilico 29,0d 0,5 55a 20b 10c 20a
fosfito de cobre 37,0c 0,5 6,0 a 15b 8,0b 10a
fosfito de manganés 57,0b 0,0 0,0b 0,0b 0,0c 10a
fosfito de potassio 775a 1,0 0,0b 0,0b 0,0c 0,0a
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 735a 15 20b 10b 14,0 a 0,5a
Manganés 47,0c 0,0 0,5b 15b 0,5c¢ 0,0a
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 18,5d 0,0 25b 15b 0,0c 0,0a
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert plus®) 28,5d 0,0 35a 10b 0,0c 10a
C.V. (%) 26,2 13,7 23,8 17,8 44,7 12,5

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia; Dados originais, para andalise os
dados foram transformados em arc sen \(x+0,5)/100; ns = n&o significativo; C.V.= coeficiente de variagao.
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Tabela 10 - Incidéncia (%) de patdégenos em sementes em funcéo dos tratamentos realizados em
campo no feijdo (Phaseolus vulgaris) na area experimental Fazenda Capado da Onga,
época 2, safra 2015/2016. Ponta Grossa - PR, 2017.

Fusarium  Aspergillus  Phomopsis

Grupo Tratamentos sp sp sp
Controle Testemunha 33,5 a* 15ns 0,0 ns
Quimico fungicida - hidréxido de fentina 210a 0,0 2,0
Biologicos Ascophyllum nodosum 145a 0,5 0,5
Bacillus thuringiensis 0,0b 0,0 0,0
Bacillus subtillis 225a 0,0 15
Indutores acibenzolar-S-metilico 70b 1,0 2,5
fosfito de cobre 235a 1,0 0,0
fosfito de manganés 8,0b 0,0 0,5
fosfito de potassio 20,5a 3,0 0,5
Micronutrientes N 18%, K20 6% (Hight Roots®) 0,0b 0,0 0,0
Manganés 20,5a 0,5 0,5
Mn 2,5%; Zn 1,9%; Mo 0,16% (V6®) 90b 0,0 1,0
Cu 4%; Mn 6%; Zn 3,9% (Wert Plus®) 0,0b 0,0 0,0
C.V. (%) 26,20 14,56 17,28

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significAncia; Dados originais, para andlise os dados foram transformados em arc sen
\(x+0,5)/100; ns = n&o siginificativo; C.V.= coeficiente de variacao.
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6 CONCLUSAO

- No teste in vitro, Bacillus subtillis apresentou melhor controle no crescimento
miceial do patégeno;

- Na folha destacada, somente o tratamento com Bacillus thuringiensis apresentou
diferenca estatistica entre os lados aplicados.

- Em casa de vegetacao, na folha cotiledonar os menores valores de AACPD foram
obtidos nos tratamentos com fungicida (hidréxido de fentina), Ascophyllum nodosum,
Trichoderma asperellum e fosfito de cobre. Para o primeiro trifélio os menores
valores foram os tratamentos Ascophyllum nodosum, Bacillus subtillis, Trichoderma
asperellum, acibenzolar-S-metilico, fosfito de cobre e potassio. Para o segundo
trifélio ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Para o terceiro trifolio
0s maiores valores foram encontrados nos tratamentos com Bacillum subtillis, Hight
Roots®, V6® e Wert Plus®.

- Em campo, na primeira época o maior valor da AACPD foi encontrado na
testemunha, entretanto ndo houve diferenca significativa na produtividade entre os
tratamentos. Na segunda época os produtos testados ndo reduziram a severidade
da mancha angular, ja a produtividade foi maior para o tratamento fungicida.

- Na qualidade sanitéria das sementes, houve incidéncia de fungos potencialmente
patogénicos como Fusarium sp., Colletotrichum truncatum e Phomopsis sp., assim

como fungos saprofiticos Aspergillus sp. e Penicillium sp.
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8 ANEXO
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Anexo 1 - Precipitagdo (mm), temperatura maxima, minima e média (°C) e umidade (%), durante a

conducdo do experimento da cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) no periodo de
novembro/2015 a margo/2016. Ponta Grossa - PR, safra 2015/2016 (FUNDACAO ABC,
2017).



