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COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE CRAMBE (Crambe abyssinica
Hochst) INOCULADOS COM Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar a reacdo de gendtipos de Crambe
abyssinica a inoculagdo com Sclerotinia sclerotiorum, utilizando-se de trés métodos
de inoculacdo (método do palito, disco de micélio em folha destacada e axila foliar),
além de verificar a transmissibilidade do patégeno a partir de sementes de C.
abyssinica inoculadas artificialmente, assim como avaliar a sua relagcdo e implicacédo
sobre a emergéncia das pléntulas. Os experimentos foram realizados em dois
ambientes distintos: casa de vegetacdo e Laboratdrio de Fitopatologia. Para avaliagao
dos diferentes métodos de inoculacdo, plantas de C. abyssinica e soja (utilizadas
apenas como referéncia) semeadas em vasos, contendo 4kg de solo, areia e substrato
Bioplant (1:1:1) e cultivadas por um periodo de trés meses em casa de vegetacao,
foram inoculadas 60 dias apds a emergéncia (DAE). A severidade da doenca foi
avaliada, diariamente, até a lesdo atingir toda a planta. Para 0 método do disco de
micélio em folhas destacadas, as avaliacdes iniciaram-se 48 horas apds a inoculacéo,
seguindo escala diagramatica. Sobre a linhagem FMSCR 1101 de crambe observou-
se maior quantidade de esclerddios. Para a avaliagdo dos diferentes gendétipos de
crambe (FMS Brilhante, Mario, Galactica e FMSCR 1101), estes foram semeados
em vasos contendo 1,3 kg do substrato descrito. A inoculacdo foi realizada aos 29
DAE seguindo as trés metodologias citadas e as avaliagdes iniciadas 48 horas apds a
inoculacdo. Observou-se que pelo método de inoculagdo com disco de micélio nas
axilas foliares, houve maior progresso da lesdo para FMS Brilhante e o gendtipo
Mario foi o mais resistente, sendo esse método de inoculacdo o que permitiu a
melhor avaliacdo da resisténcia de genotipos de C. abyssinica ao patdgeno. Para
avaliar a transmissibilidade do fungo via sementes, estas foram acondicionadas em
placas de Petri colonizadas pelo fungo, por 20 horas e 250 sementes por tratamento
(inoculadas e ndo inoculadas) foram semeadas em bandejas plasticas contendo o
substrato. A patogenicidade do fungo aos genétipos foi analisada por meio da
contagem de plantulas emergidas com e sem sintomas, aos 9 e aos 18 dias apos a
semeadura (DAS). A comprovagdo da transmissao foi realizada 22 DAS pelo método
Neon S. Observou-se que o patdgeno pode ser transmitido para plantulas quando
associado as sementes, sendo esta uma importante fonte de indculo.

Termos para indexac¢do: metodo de inoculacdo, resisténcia, transmisséo.



BEHAVIOR OF Crambe abyssinica GENOTYPES INOCULATED WITH

Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT: The objectives of this work were to evaluate the reaction of Crambe
abyssinica genotypes inoculated with Sclerotinia sclerotiorum, using three
inoculation methods (toothpick, mycelial disc in detached leaf and leaf axil), to
verify the pathogen transmission by C. abyssinica seeds inoculated artificially, and to
evaluate the pathogen relation and involvement on seedling emergence. The
experiments were conducted in two different environments (greenhouse and
Phytopathology Laboratory). C. abyssinica and soybean (used as reference) seeds
were sowed in pots containing 4 kg of soil, sand and Bioplant substrate (1:1:1),
cultured for three months in a greenhouse, and inoculated 60 days after emergence
(DAE), in order to evaluate the different methods of inoculation. The disease severity
was evaluated daily until the lesion reached the whole plant. The mycelial disc
inoculation method in detached leaves had evaluations from 48 hours after
inoculation, according to a diagrammatic scale. The C. abyssinica lineage FMSCR
1101 presented greater amount of S. sclerotiorum. Different genotypes of C.
abyssinica (FMS Brilhante, Mario, Galactica and FMSCR 1101) were sowed in pots
containing 1.3 kg of the described substrate for evaluation. The three inoculation
methods were performed 29 DAE and evaluations began 48 hours after inoculation.
The mycelial disc inoculation method in leaf axils presented more lesion progress in
the genotype FMS Brilhante and the genotype Mario was the most resistant. This
inoculation method allowed a better evaluation of the resistance of C. abyssinica
genotypes to the pathogen. Seeds were placed in Petri dishes colonized by the fungus
for 20 hours, and 250 seeds per treatment (inoculated and non-inoculated) were
sowed in plastic trays containing the described substrate, to evaluate the
transferability of the fungus via C. abyssinica seeds. The fungus pathogenicity to the
genotypes was assessed by counting the emerged seedlings with and without
symptoms, which was performed 9 and 18 days after sowing (DAS). The
transmission confirmation was performed by the Neon S method, 22 DAS. The
pathogen can be transmitted to seedlings when associated with seed, which is an
important source of inoculum.

Index terms: Inoculation method, resistance, transmission.



INTRODUCAO

A busca por novas fontes de energia renovaveis e ecologicamente
corretas intensifica-se cada vez mais. Grande parte da energia consumida
mundialmente provém de fontes limitadas, como o petrdleo, apresentando assim
precos elevados e grande emissdo de gases de efeito estufa. Desta forma, faz-se
necessaria a disponibilidade de matéria-prima alternativa destinada a producdo de
biodiesel (TRZECIAK et al., 2008).

O crambe (Crambe abyssinica Hochst), uma dessas alternativas, tem alto
teor de Oleo (podendo atingir 38%), sendo este de fécil extracdo, além de ser
tolerante a seca, com baixo custo de producdo e de facil mecanizacdo no plantio e
colheita. Além disso, o crambe pode ser uma alternativa para a safra de inverno e,
como propde o Plano Nacional de Agroenergia (PNA), ndo concorre com culturas
alimentares (PITOL et al., 2010).

A planta de crambe contém glucosinolatos presentes em seus tecidos, sendo
gue o metabolismo desses compostos resulta na producdo de substancias tdxicas, o
que funciona como uma barreira natural ao ataque de pragas. Pode ocorrer a
incidéncia de doencas como: mancha de alternaria (Alternaria sp.), mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum), fusariose (Fusarium sp.), hérnia das cruciferas
(Plasmodiophora sp.) e canela preta (Leptosphaeria maculans). O mofo branco ou
podridao branca é a mais preocupante, uma vez que ocorre em culturas importantes
no Brasil como a soja, o feijdo e girassol (PITOL et al., 2010).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo polifago tendo como
plantas hospedeiras mais de 75 familias, 278 géneros e 408 espécies, dentro das quais
incluem alfafa, feijbes, trevos, ervilha, batata, fumo, horteld, soja, girassol, tomate,
canola, sendo as trés ultimas consideradas altamente suscetiveis (FERREIRA et al.,
1979; STEADMAN, 1983; JACCOUD-FILHO et al., 2010; HARTMAN et al., 1999;
BOLTON et al., 2006; SAHARA e METHA, 2008; JULIATTI e JULIATTI, 2010).

A disseminacgéo da S. sclerotiorum pode ser feita por micélios dormentes,
0S quais sobrevivem tanto em residuos de plantas infectadas como internamente na
semente, ou ainda este fungo pode ser transportado por fragcdes impuras do lote de
sementes contendo esclerddios que sdo estruturas de resisténcia (FERREIRA et al.,
1979; STEADMAN, 1983; HARTMAN et al., 1999; YANG et al., 1998; BOLTON
et al.,, 2006; SAHARA e METHA, 2008; JULIATTI e JULIATTI, 2010). Desta



forma, &reas com presenca de estruturas de resisténcia estardo improprias para a
rotacdo ou sucessdo de culturas antes que esse indculo inicial seja reduzido, o que
limita a elaboracdo de um programa econémico de rotacdo de culturas (CARDOSO
et al., 2005; CARREGAL et al., 2005).

No Brasil, tem-se verificado a preocupagdo com relacdo a infec¢do das
sementes por micélio de S. sclerotiorum em diversas culturas (HENNEBERG et al.,
2012; BOTELHO et al., 2013; TELES et al., 2013), embora, a taxa de transmissao do
patdgeno, para muitos de seus hospedeiros, ainda ndo tenha sido quantificada,
tampouco, tem-se relacionado a infeccdo fangica com o vigor de sementes e
desenvolvimento de plantas.

Sendo o crambe uma cultura suscetivel a esse patdgeno assim como a
soja, que é a cultura principal do Estado de Mato Grosso do Sul, é importante que se
tenha maior conhecimento sobre o comportamento do crambe frente a S.
sclerotiorum, principalmente com relacdo a fonte de indculo, para que possam ser
tomadas decisdes no manejo da doenca e no estabelecimento de sistemas de sucessao
e rotacdo com essas duas culturas.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho sdo: avaliar a reacéo de
cultivares de crambe a inoculagcdo com Sclerotinia sclerotiorum utilizando-se de trés
métodos de inoculacdo, além de verificar a transmissibilidade de S. sclerotiorum, a
partir de sementes de crambe inoculadas artificialmente, assim como, avaliar a sua

relacdo e implicacdo sobre a emergéncia das plantulas.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do crambe

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) é originario da regido
mediterrnea, tem sido cultivado no continente africano, na Asia central e oeste,
Europa, Estados Unidos e América do Sul (OPLINGER et al., 1991; DESAI, 2004).

Essa cultura foi utilizada pela primeira vez em 1933, na Estacdo Botanica
Boronez, na antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas - URSS
(MASTEBROEK et al., 1994). Ha evidéncia de trabalhos de investigacdo
experimental na RdOssia, Suécia e Polbnia, ap6s a segunda Guerra Mundial
(ZIMMERMANN, 1962; PAPATHANASIOU et al., 1996).

Por enquanto, o crambe ainda estd em desenvolvimento como cultura
agricola e ndo € amplamente cultivado. Desde a década de 1950, houve inUmeras
tentativas em desenvolver a producdo comercial de 6leo com alto teor de &cido
erucico proveniente do crambe (MEIJER et al., 1999).

Na década de 90, houve um grande esforco das instituicGes norte-
americanas para buscar alternativas ndo alimenticias, voltadas para a producdo de
Oleo e desta forma, desenvolveram-se pesquisas e parcerias com produtores,
agroindustrias e cientistas para a introducdo da cultura do crambe (OLIVA, 2010).
No mesmo periodo foram introduzidos no Brasil materiais vindos do México, 0s
quais foram selecionados por pesquisadores da Fundagdo de Mato Grosso do Sul, em
1995, originando a primeira cultivar de crambe (FMS Brilhante) no pais, adaptada as
condicdes brasileiras (FALASCA et al., 2010; PITOL et al., 2010).

O crambe é uma planta da familia Brassicaceae, também conhecida como
familia das cruciferas, da qual fazem parte plantas como a mostarda (Brassica
campestres L.), a canola (Brassica napus L.) e a nabica (Raphanus raphanistrum L.),
sendo composta por cerca de 350 géneros e 3200 espécies (WATSON e
DALLWITZ, 1992).

Trata-se de uma cultura anual, herbacea, com cerca de um metro de
altura. Sua haste ramifica-se proxima ao solo, formando galhos ramificados
denominados de galhos terciarios. As flores podem ser amarelas ou brancas, e
produzem um grande namero de pequenas sementes. O fruto é uma capsula verde, o

qual passa para coloracdo amarelada a medida que amadurece (PITOL et al., 2010).



Cada capsula contém uma Unica semente verde ou marrom esverdeada. O tamanho
da semente varia consideravelmente no diametro (0,8 a 2,6 mm), sendo influenciada
pelo nimero de sementes por planta, fertilidade do solo e chuva (DESAI et al.,
1997).

Suas raizes podem chegar a mais de quinze centimetros de profundidade,
fazendo com que a planta tenha grande tolerdncia a periodos de seca, sua
precocidade e o percentual de dleo total sdo as grandes vantagens dessa cultura,
porém, ndo é adaptavel a solos muito imidos ou alagados (DUKE, 2002; FALASCA
et al., 2010). Esse enraizamento profundo depende de um solo corrigido quanto a
acidez e a presenca de aluminio tdéxico, desta forma, haverd um melhor
aproveitamento das adubacdes num sistema de rotacdo de culturas. Recomenda-se
adubacdes moderadas de reposicdo de nutrientes, de acordo com a produtividade
esperada, exportacdo da cultura e disponibilidade do nutriente no solo: 10 a 20 kg
ha™t de N; 20 a 40 kg ha™* de P,Os; e 15 a 20 kg ha™* de K,O (PITOL et al., 2010).

O crambe é uma cultura de outono-inverno, sendo uma alternativa como
cultura sucessora a soja, para semeadura no periodo compreendido entre margo e
abril, com espagamento entre linhas de 17 a 45 cm e densidade de plantio entre 8 a
22,5 kg ha™t com profundidade de 3 cm (PITOL et al., 2010). Seu florescimento
ocorre aos 35 dias e tem ciclo de 85 a 95 dias, com maturagdo uniforme (DUKE,
2002).

Segundo Oplinger et al. (1991), o crambe pode suportar temperaturas de
4°C negativos, adaptando-se melhor a solos bem drenados, com pH entre 6 e 7. Para
Pitol et al. (2010), geadas fortes prejudicam a producdo apenas quando ocorrem na
fase inicial da plantula e no florescimento, sendo que as geadas leves ndo causam
maiores danos. Nas outras fases tolera as fortes geadas, sendo que temperaturas
amenas, até 25°C, podem elevar o seu potencial produtivo e a tolerdncia a seca. Em
relacdo a altas temperaturas ndo existem registros, mas sabe-se que 0 crambe é mais
tolerante a estas do que a colza e a canola. Silveira et al. (2009) ndo observaram
danos, pelo menos visuais, nas fases vegetativa e reprodutiva causada por geadas no
Rio Grande do Sul.

O crambe exige boa umidade no solo para germinacéo e estabelecimento
da cultura, com necessidade méxima entre 150 e 200 mm de &gua até o pleno
florescimento (PITOL et al., 2010). Li et al. (2011) evidenciam uma importante

vantagem para essa cultura, pois ndo realiza fecundagdo cruzada com outras



oleaginosas, permitindo a aplicacdo de procedimentos de transgenia sem o risco de
ocorrer fluxo génico com outras culturas.

No Brasil, Pitol et al. (2010) registram producées de 1.000 a 1.500 kg ha™
e uma eficiéncia de extracdo que pode chegar a 70% do Oleo total. O 6leo nédo é
comestivel, porém possui grande utilidade como matéria-prima industrial, pois
apresenta cerca de 60% de &cido erucico (CARLSSON, 2009).

2.2 Importancia econémica

2.2.1 Caracteristicas do 6leo

A espécie C. abyssinica produz 6leo com propriedades fisico-quimicas
(densidade, viscosidade, indice de acidez, poder calorifico, dentre outros)
semelhantes ao diesel extraido do petréleo, tornando um forte candidato a integrar o
grupo de plantas oleaginosas que ira fazer parte de programas mundiais de energias
renovaveis. Outro aspecto importante da cultura é o fato do fruto conter cerca de
56% de &cido erucico, um acido graxo de cadeia longa que tem alto valor industrial e
farmacéutico (VARGAS-LOPES et al., 1999). Por este motivo, o 6éleo produzido
pelo crambe ndo é comestivel, sendo utilizado para fabricacdo de produtos quimicos
intermediarios que, posteriormente, serdo utilizados como insumos na fabricacao de
sacos de plastico, cosméticos, produtos de higiene pessoal, entre outros, além de ser
um lubrificante eficiente, inibidor de corrosdo e mais biodegradavel do que 6leos
minerais (LEONARD, 1993; LAZZERI et al. 1997; OPLINGER et al. 2000; WANG
et al. 2000).

Para Rudolff e Wang (2012), existem trés razdes que fizeram e ainda
fazem do crambe uma cultura oleaginosa Unica: entre as brassicas é a espécie que
mais contém &cido erdcico, de grande interesse industrial; possui grande rendimento,
se comparado a colza, necessitando, no entanto de menos esforcos de cultivo; além

de ndo hibridizar naturalmente com outras bréssicas.

2.2.2 Produtos e co-produtos do crambe

Existem trés tipos de utilizagdo de espécies de crambe como: vegetais

(ervas aromaticas ou raizes), na fitorremediacdo de solos contaminados e semente



oleaginosa (RUDOLFF e WANG, 2012), enquanto que no setor agricola, o 6leo pode
ser usado como adjuvante em aplicacGes de herbicidas, fungicidas e inseticidas,
substituindo o 6leo mineral, além de ser utilizado no setor farmacéutico, como
substituto para fontes animais de 6leos de cadeia longa (PITOL et al., 2010).

Conforme a metodologia de extracdo do 6leo, o co-produto apresenta
caracteristicas diferentes. Se a extracdo é mecéanica, o residuo tem cerca de 20% de
o6leo, sendo chamado de torta, mas se a extracdo é feita com solvente, o residuo é o
farelo que apresenta cerca de 2% de 6leo (PITOL et al.,, 2010). Massoura et al.
(1998) afirmam que a torta de crambe contém aproximadamente 47% de proteina,
podendo ser utilizada na fabricacgéo de ragdo animal.

Estudos em andamento pretendem avaliar a utilizacdo dos subprodutos da
extracdo do 6leo como adsorventes dos metais pesados cddmio, chumbo e cromo, em
aguas contaminadas, visando o aproveitamento destes subprodutos (COELHO et al.,
2011; LINDNER et al., 2011; RUBIO et al., 2011). Neste contexto, Oliveira e Franca
(2009) apontam que a torta prensada de crambe, que seria um residuo e pode se
tornar um co-produto, é uma alternativa sustentavel e promissora no tratamento de
efluentes industriais contaminados com corantes basicos. Rudolff e Wang (2012)
relatam ainda a habilidade de C. abyssinica a tolerar e acumular quantidades bastante

elevadas de arsénico.

2.3 Doencas associadas a cultura

O crambe tem grande potencial como cultura oleaginosa, mas um de seus
problemas é a baixa resisténcia a doencas, sendo que as causadas por fungos sao
consideradas um dos principais problemas fitossanitarios (WANG et al., 2000;
PITOL et al., 2010). H& relatos da ocorréncia de mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum), manchas de alternaria (Alternaria sp.), canela preta (Leptosphaeria
maculans) e podriddo de raiz causada por Pythium (GLASER,1996), além de fusario
(Fusarium sp.) e plasmodiofora (Plasmodiophora sp.) em plantas de crambe em
épocas de elevada precipitacdo e umidade relativa do ar. O mofo branco deve ser
tratado com atencéo, pois afeta também outras culturas importantes no Brasil, como
é 0 caso da soja e do feijdo (PITOL et al., 2010).

Além destas, ainda podem surgir, ocasionalmente, infec¢bes por

Cladosporium spp., Epicoccum spp., Stemphilium spp., Botrytis spp., aléem do



nematoide Heterodera schachtii (CARLSSON et al., 2007). Ha relatos de ocorréncia
de Rhizoctonia solani, um patégeno de solo com grande capacidade saprofitica,
parasitando a cultivar FMS Brilhante, na cidade de Santa Helena, Oeste do Parana
(CORRER, 2008). Ha suscetibilidade ao virus do mosaico do nabo (Turnip mosaic
virus) do género Potyvirus, que é relatada por Maringoni (2005), como uma das
doengas relacionada as brassicas, sendo transmitido por pulgdes.

Segundo Colodetti et al. (2012), as doencas sdo favorecidas quando as
condi¢gdes do clima estdo desfavoraveis a cultura, como a alta ocorréncia de
precipitagdes pluviais, causando um acréscimo da umidade do ar e do solo, tornando
a cultura do crambe muito suscetivel aos patdgenos.

Para Oplinger et al. (1991), a principal doenca ligada ao crambe €
causada pelo fungo Alternaria brassicicola que provoca manchas escuras por toda a
parte aérea da planta, com grande risco de infec¢do se a colheita atrasar. No Brasil,
ha trés relatos até o momento de manchas de alternaria em crambe: Carneiro et al.
(2009) identificaram A. brassicicola na estacdo experimental do Instituto
Agrondmico do Parana — IAPAR, na cidade de Londrina; Macagnan et al. (2010)
identificaram o referido fungo no estado de Goiés, que € uma das regides mais
importantes na producdo de matéria-prima para o biodiesel; e Pitol et al. (2010)
também observaram Alternaria sp. em Mato Grosso do Sul.

De acordo com Pitol et al. (2010), os principais fungos associados as
sementes de crambe s&o Alternaria sp., Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp.,
Plasmodiophora sp., Leptosphaeria maculans, Cladosporium sp., Epicoccum sp.,
Stemphilium sp. e Botrytis sp.. Carlsson et al. (2007) relatam que esporos de fungos,
incluindo diferentes géneros de Alternaria, sdo comuns nas sementes de crambe logo
apos a colheita.

No levantamento de doengas na cultura do crambe, na regido oeste do
Parana, Moers (2012) constatou a incidéncia de fungos e bactérias nos dois lotes de
sementes avaliados, além de ter identificado Fusarium sp. causando damping off em
plantas jovens, Xanthomonas campestris pv. campestris causando podriddo negra e
manchas de Alternaria brassicae em plantas adultas.

Os fungos presentes nas sementes podem interferir desde a germinacao
até o final do ciclo da cultura. Na germinagdo, esses patdgenos deterioram as
reservas dos cotilédones afetando o vigor. Em relacdo as plantulas, doencas como o

tombamento podem diminuir o nimero destas no estande, ocasionando falhas na



lavoura. Ja no decorrer do desenvolvimento da cultura, podem ocorrer algumas
doencas veiculadas pelas sementes, que podem levar & morte ou ocasionar manchas
foliares, as quais reduzem a area fotossintética das folhas e interferem no processo de
enchimento dos grdos. Em ambos os estadios de desenvolvimento da planta, os
patégenos sdo favorecidos pela presenca de alta umidade no ambiente (PITOL et al.,
2010).

Tem-se conhecimento de varios patdgenos que causam doencas na
cultura, porém as informacdes técnicas em relacdo a eficiéncia de fungicidas tanto no
tratamento de sementes quanto em aplica¢do na parte aérea, Sao escassas e requerem
maior atengdo, uma vez que o objetivo é aumentar a produtividade, viabilizando o
seu plantio e posterior utilizacdo na producao de biodiesel (MOERS, 2012).

Maciel et al. (2014) avaliaram a eficiéncia de fungicidas em tratamento
de sementes e da parte aérea das plantas no controle de Aspergillus spp, Penicillium
spp, Fusarium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp e Phoma spp na cultura do
crambe, sendo que a combinacdo dos fungicidas piraclostrobina + tiofanato metilico
+ fipronil (via tratamento de sementes) + difenoconazole (via aplicacdo aérea) obteve
o melhor resultado em relacdo as varidveis analisadas (indice de velocidade de
emergéncia, sanidade das sementes antes do plantio e a incidéncia dos fungos,
incidéncia e severidade a campo), porém, nenhum dos tratamentos tiveram resultados
satisfatorios em relacdo ao controle de doencas na cultura.

Ha relatos de muitas culturas com potencial bioenergético, com sintomas
da doenga conhecida como mofo branco, causada pela Sclerotinia sclerotiorum
(BRADLEY et al., 2003; YANG et al., 2007; REIMONTE e CASTANO, 2008).
Este fungo apresenta um potencial para causar sérias perdas no rendimento (LU,
2003). Carlsson et al. (2007) constataram, em Dakota do Norte (EUA), a
suscetibilidade do crambe ao mofo branco e alternaria, onde condi¢fes de umidade
excessiva, durante todo o ano de 1993 resultaram em perda significativa de
rendimento, devido a estas doencas. Ja, Wang et al. (2000) relatam a relacéo entre a
data de plantio da cultura do crambe com a porcentagem da doencga causada pela
Sclerotinia sclerotiorum. Utilizaram cinco datas de plantio entre outubro e novembro
e demonstraram que quanto mais tardio o plantio, maior a porcentagem da doenga. O
plantio no més de outubro obteve um melhor resultado, devido a temperatura de 15 a

18°C e precipitacéo suficiente para o desenvolvimento da cultura.



2.4 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)

A doenca conhecida como mofo branco ou podridao branca, causada pelo
fungo S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, recebe essas denominacGes em funcdo dos
sintomas e sinais externos causados na planta, como: presenca de lesdes encharcadas
nos 6rgdos afetados, coloracdo parda e consisténcia mole, com micélio branco de
aspecto cotonoso cobrindo porc¢des dos tecidos, atingindo hastes, peciolos, folhas e
vagens. O patégeno também atinge internamente a haste principal da planta,
formando micélio e esclerodios (FERREIRA et al., 1979; STEADMAN, 1983;
HARTMAN et al., 1999; LEITE, 2005; BOLTON et al., 2006; SAHARA e METHA,
2008, JULIATTI e JULIATTI, 2010).

Sclerotinia sclerotiorum é um patdgeno que causa danos em muitas
culturas de interesse econdmico, sendo que Boland e Hall (1994) relacionaram 408
espécies como hospedeiras do patdgeno. O mofo branco é um problema do feijdo na
safra de inverno no Brasil (PAULA JUNIOR et al., 2009). Além da cultura do feijao
que é muito suscetivel a doenca destacam-se também: soja, girassol, canola, ervilha,
alfafa, fumo, tomate, algoddo, nabo forrageiro e batata (GARCIA e JULIATTI,
2012; JULIATTI et al., 2013). Ha relatos de um grande nimero de hortalicas como
hospedeiras do patégeno: cenoura, alho, cebola, maxixe, pepino, meldo dentre outras
(MENDES et al., 1998). O milho e o sorgo ndo sdo culturas hospedeiras, sendo
consideradas opcOes para a rotacdo de cultura (FERREIRA et al., 1979;
STEADMAN, 1983; HARTMAN et al., 1999; BOLTON et al., 2006; SAHARA ¢
METHA,; 2008; JULIATTI e JULIATTI, 2010).

Trata-se de um fungo que apresenta as fases reprodutivas anamérfica e
teleomorfica, pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Discomycetes,
ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae. A espécie S. sclerotiorum é conhecida e
estudada desde 1837 e esta distribuida mundialmente (GORGEN et al., 2009). Esse
fungo ocorre em um grande numero de paises, principalmente de clima temperado e
subtropical (BIANCHINI et al., 2005).

O fungo S. sclerotiorum produz estruturas de resisténcia denominadas
esclerodios ou esclerocios, dentro e na superficie dos tecidos colonizados, que
retornam ao solo com os residuos da cultura e sdo responsaveis pela sua
sobrevivéncia no solo por mais de 10 anos (LEITE, 2005). Estas estruturas

apresentam formato irregular, com um a varios milimetros de diametro e
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comprimento (KIMATI et al., 2005); a principio apresentam coloracdo branca, e
posteriormente, tornam-se negros e duros. O esclerédio é formado por uma massa
compactada e melanizada de micélio e, ap06s sua germinacdo, é geralmente o
responsavel inicial pela infeccdo da planta cultivada (AGRIOS, 2005).

Os esclerddios sdao compostos por trés camadas distintas: uma parede
grossa rica em melanina, responsavel pela sua coloragdo negra, uma parede fina
(cortex) e a medula branca, que nada mais é do que o micélio dormente do fungo. A
melanina confere resisténcia as condicdes adversas do solo, fazendo com que estes
permanecam Vidveis por Vvarios anos, mesmo na auséncia de plantas hospedeiras
(GORGEN et al., 2009).

Para Abdullah et al. (2008), os esclerodios desempenham papel
importante no ciclo de vida de S. sclerotiorum, pois em condicdes favoraveis e na
presenca de um hospedeiro suscetivel, 0 mesmo germina e produz miceélio, onde a
germinacdo pode ocorrer de duas maneiras: a germinacdo miceliogénica (forma
anamdarfica) é mais rara e ocorre por penetracdo direta nos tecidos da base da planta,
enguanto que a germinacdo carpogénica (forma teliomdrfica) forma apotécios onde
sdo produzidos milhares de esporos, denominados ascosporos, os quais séo liberados
infectando principalmente as flores. Segundo Bianchini et al. (2005), os ascdsporos
ejetados aderem a parte aérea da planta e uma parte é disseminada pelo vento a curtas
distancias.

Os fatores ambientais condicionantes da germinacdo carpogénica do
esclerddio incluem temperatura, umidade do solo e profundidade em que o
esclerédio encontra-se no solo. A espécie hospedeira também pode estimular a
germinacdo de esclerddios, por meio de exsudatos radiculares e pelo microclima
formado sob o seu dossel (GORGEN et al., 2009). O ciclo de vida da S. sclerotiorum
é dependente das condi¢cdes ambientais, das fases da cultura e de certas praticas
agrondmicas. A doenca tende a se concentrar em reboleiras, e raramente afeta
totalmente o campo (SCHWARTZ et al., 2012).

S. sclerotiorum requer uma fonte exdgena de energia para que 0S
ascosporos infectem as folhas, vagens ou hastes (ABAWI e GROGAN, 1975;
DOMSCH et al.,, 1980; STEADMAN, 1983). A infeccdo ocorre, via geral,
diretamente através da cuticula por meio de enzimas e/ou forca mecénica
(GUIMARAES e STOTZ, 2004), com a formacao de apressorios, exceto quando a

penetracdo ocorre via estdbmatos em alguns hospedeiros. Ap6s 0 contato com o
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hospedeiro, o fungo secreta fatores de patogenicidade maltiplos que incluem o acido
oxalico e um grande arsenal de enzimas liticas (COTTON et al., 2003).

A colonizacdo ocorre associada a liberagdo de enzimas capazes de
degradar a parede celular das células hospedeiras. Acredita-se que a enorme
variedade de celulases, hemicelulases e pectinases produzidas por este fungo sejam
um dos fatores que contribuem para a sua falta de especificidade (RIOU et al., 1991)

O 4cido oxalico e enzimas pectoliticas estdo associados com o
desenvolvimento do mofo branco. O &cido oxalico penetra no tecido ao redor da
les&o, reduzindo o pH de aproximadamente 6,8 para 4,0 e fornece um pH 6timo para
a acdo da enzima pectolitica (MARCIANO et al., 1983) e enfraquece as paredes
celulares (FERRAR e WALKER, 1993).

Apesar de ainda ndo se conhecerem seus mecanismos exatos de a¢édo, o
acido oxalico, além de propiciar um pH adequado para acdo de suas enzimas,
interfere com a producdo do acido abscisico e desregula as células-guarda dos
estdmatos, provocando a murcha das folhas e pode ser diretamente toxico as plantas,
enfraquecendo suas defesas (CESSNA et al., 2000; GUIMARAES e STOTZ 2004).

As recomendagOes para o controle do mofo branco baseiam-se no
sistema integrado de medidas, como rotacdo de culturas, espagamento entrelinhas,
época de semeadura, uso de fungicidas, controle bioldgico e 0 uso de sementes
isentas do patdégeno (FERREIRA et al., 1979; HARTMAN et al., 1999; NASSER et
al., 1999; JUNIOR e ABREU, 2000; VIEIRA et al., 2001; FONTANA et al., 2006;
REMUSKA e DALLA PRIA, 2007; DALLA PRIA e SILVA, 2010; GRABICOSKI
et al,, 2010; JACCOUD FILHO et al., 2010; JULIATTI e JULIATTI, 2010;
MANOSSO NETO et al., 2010; VRISMAN et al., 2010).

A transmissdo do fungo via semente pode ocorrer por este patdgeno estar
aderido as camadas externas ou no embrido. Tu (1988), estudando a capacidade da
sobrevivéncia de S. sclerotiorum em sementes infectadas por meio de micélios
dormentes nos cotilédones, observou que sementes infectadas semeadas em
solo/areia, as quais ndo germinaram, apodreceram e no seu lugar formaram de trés a
seis esclerodios do fungo, concluindo que a deteccdo de micélios dormentes do
patdgeno na semente € importante, ndo somente na disseminacdo do fungo, mas
também na epidemiologia da doenca.

A transmissibilidade de S. sclerotiorum pelas sementes ndo depende

apenas da constatacdo de sua presenca, mas também de fatores externos (ambientais
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e bidticos), inerentes ao patdgeno (patogenicidade, agressividade, potencial de
indculo, etc.) e ao hospedeiro (suscetibilidade/resisténcia, mecanismos de resisténcia,
etc.). Workneh e Yang (2000) observaram maior incidéncia de S. sclerotiorum nas
regibes de Minesota e lowa (Estados Unidos) em funcdo das condi¢cbes ambientais
favoraveis.

Recentemente, Manosso Neto et al. (2010), ao estudarem a incidéncia de
S. sclerotiorum em plantas de soja em Arapoti — PR, semeadas em oito épocas
iniciando em 15 de setembro de 2009 com intervalos quinzenais e, finalizando em
30 de dezembro de 2009, observaram que a incidéncia foi maior nas semeaduras
realizadas entre setembro e outubro. Ndo houve ocorréncia da doenca na segunda
quinzena de novembro e na primeira e segunda quinzena de dezembro, devido a
elevadas temperaturas médias que reduzem a formacao de apotécios, concluindo que
as condigdes ambientais e as épocas de semeadura podem propiciar o0
desenvolvimento da doenca, tornando-as areas de risco para producdo de sementes
de soja.

Para Barbosa e Gonzaga (2012), os métodos de controle do mofo branco,
por serem limitados, devem ser tomados de maneira integrada para melhor eficiéncia.
Primeiramente, deve-se fazer todo o possivel para impedir a entrada do patégeno em
areas onde a doenca ainda ndo foi constatada, devido a dificil erradicacéo.

E essencial 0o uso de sementes sadias, certificadas, de procedéncias
conhecidas e tratadas com fungicidas recomendados e registrados para a cultura e
doengas, além da limpeza minuciosa dos implementos agricolas, principalmente no
caso de terem sido utilizados em areas onde a doenca ja tenha sido instalada e evitar
condi¢des ambientais que favorecam o desenvolvimento do patégeno (BARBOSA e
GONZAGA, 2012).

Para a realizacdo de um manejo integrado de doencas, faz-se necessario
conhecer o ciclo da doenca, o histérico da area, o sistema de cultivo, as variacoes
climaticas caracteristicas do local, a realidade do produtor e definir as taticas
agrondmicas. Estas taticas significam reduzir a populacdo do patdgeno na é&rea,
reduzir a taxa de progresso da doenca, aumentar a resisténcia das plantas, modificar o
ambiente tornando-o desfavoravel a doenca e favorecer antagonistas para o controle
biolégico (GORGEN et al., 2009). Praticas agrondmicas, tais como manejo de

irrigacdo, rotacdo de cultura, densidade de plantas e habitos de crescimento sdo
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estreitamente relacionadas com o ciclo de vida do patégeno e 0 manejo da doenca
(SCHWARTZ et al., 2012).



MATERIAL E METODOS

3.1 Ensaios com diferentes metodologias de inoculagdo

O experimento foi realizado no periodo de Julho a Outubro de 2014, na
Faculdade de Ciéncias Agrarias, situada na unidade Il da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), localizada na Rodovia Dourados a Itahum, km 12 —
Dourados- MS.

O ensaio experimental foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e
em Casa de Vegetagdo. A implantacdo ocorreu em 11 de Julho de 2014, semeou-se
uma cultivar de crambe, FMS Brilhante e uma linhagem, FMSCR 1101, fornecidas
pela Fundacdo MS, safra 2014/2014 e trés cultivares de soja: TMG 7262 RR; TMG
1264 RR; TMG 1067 RR. Os genotipos de soja foram utilizados apenas como uma
referéncia para a avaliacdo dos testes, devido a falta de genétipos de crambe no inicio
do desenvolvimento do experimento.

Adotou-se 0 delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (gendtipos de crambe e soja) e cinco repeticdes para cada método de
inoculagdo utilizado, sendo eles: método do palito, disco de micélio em folhas
destacadas e disco de micélio nas axilas foliares.

O solo utilizado foi o Latossolo Vermelho Distroférrico, juntamente com
areia e substrato Bioplant na proporgdo de 1:1:1. A semeadura foi feita em vasos
plasticos contendo 4 kg da mistura, adubado na base com 1,5 gramas/vaso do
fertilizante FH444 — 02-16-16 + 10% Ca + 7%S + 1%Mg + 0,1%B + 0,06%Mn +
0,01%Mo + 0,2%Zn + 10% turfa.

Sementes de crambe foram tratadas com carbendazim + tiram, na dose de
1mL/100 gramas de sementes e 5mL de &gua destilada /100 gramas de sementes
(solugdo com 0,6mL). As sementes de soja vieram tratadas pelo fabricante com
Carboxin + Tiram.

Foram semeadas 10 sementes por vaso e, dezessete dias apds a
emergéncia, procedeu-se o desbaste deixando-se quatro plantas por vaso. Apos sete
dias, fez-se o segundo desbaste deixando apenas duas plantas por vaso, de maneira
que uma planta foi inoculada e a outra testemunha (sem inoculagdo). Os vasos foram
irrigados, mantendo-se um turno de rega de dois dias, de modo a manter a umidade

do solo em 60% da capacidade de campo. Fez-se necessaria uma aplicacdo de
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fungicida piraclostrobina + epoxiconazol no dia 4 de agosto de 2014, na dose de 3
mLL™? de &gua para controle de oidio. As plantas foram inoculadas pelos métodos
palito (GASPERI, 2000) e discos de micélio fungico nas axilas foliares, aos 66 dias
apos a semeadura (DAS).

O isolado do fungo S. sclerotiorum utilizado foi obtido em lavouras de
soja da regido, e seus esclerodios estavam armazenados em geladeira. Esses
esclerodios foram desinfestados em alcool 70%, hipoclorito a 1% e &gua destilada
estéril, no tempo de dois minutos para cada tratamento. Posteriormente, 0s
esclerddios foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (batata,
dextrose e Agar). As placas de Petri foram incubadas a 23 + 3°C e fotoperiodo de 12

horas para germinacdo miceliogénica, obtendo assim os discos de micélio.

3.1.1 Método de inoculagao do palito

Palitos de dente com 15mm de comprimento foram autoclavados e
acondicionados em posicdo vertical em placas de Petri contendo meio BDA, ainda
néo solidificado, de modo que 3mm da ponta dos palitos permanecessem acima do
meio de cultura. Posteriormente, foram distribuidos, no centro das placas, discos de
micélio de 5mm de diametro para promover a colonizacdo dos palitos pelo fungo.
Algumas placas ndo receberam o fungo, para que os palitos fossem inseridos nas
plantas testemunhas. Depois do periodo de incubacéo, os palitos foram inseridos no
caule da planta na altura do seu terco médio aos 60 DAE (Figura 1).

As plantas inoculadas foram cobertas com sacos plasticos transparentes,
e agua destilada pulverizada em seu interior, prendendo-os com barbante de modo a
formar uma camara Umida, na qual permaneceram por um periodo de 24 horas. Ap6s
esse periodo, iniciaram-se as avaliagdes da severidade da doenca, por ocasido da
retirada da camara. As avaliacGes foram diarias e utilizou-se régua graduada para a
medicao da lesdo. Avaliou-se o comprimento da lesdo aos 25 dias apés a inoculagéo
(CL 25 DAI), a érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), a formacgéo
de numero de esclerodios produzidos por S. sclerotiorum no interior do caule dos
gendtipos de crambe, bem como o peso desses esclerodios

Para o célculo da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),
utilizou-se a equacao citada por Shaner e Finney (1977).

AACPD=Y1", [(Y is1 + Yi)/2] * [(Tisa — Ti)], sendo:
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n — é o nimero de observacdes

Yi — ¢ a severidade da doenga na “i”’-ésima observacéao

Ti — é o tempo em dias na “i”’-ésima observacéo

Os dados, relacionados a severidade, AACPD e formac&o de esclerodios,
foram submetidos a andlise de variancia com auxilio do programa SANEST e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Soja.

3.1.2 Método de inoculacdo com discos de micélio nas axilas

foliares

Discos de 5mm de diametro contendo micélio fungico foram retirados a

partir das margens crescentes da col6nia, e inoculados 60 DAE nas axilas das folhas
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do terco médio das plantas de forma invertida, ou seja, a superficie que continha o
micélio foi colocada em contato com a planta (Figura 2).

FIGURA 2. Inoculacdo das plantas de crambe utilizando-se do método do disco de
micelio.

Apos a inoculacéo foi realizada uma cdmara imida conforme descrito

anteriormente, a qual permaneceu por um periodo de 24 horas.

3.1.3 Método de inoculacdo com discos de micélio em folhas
destacadas

As folhas necessarias para a instalagdo do experimento foram retiradas de
plantas, contidas em vasos, semeadas no mesmo periodo dos métodos anteriores.
Destacou-se 0 peciolo junto as hastes aos 60 DAE, sendo imediatamente levadas ao
laboratério para o devido acondicionamento.

As folhas foram acondicionadas em gerbox devidamente esterilizado
com hipoclorito a 1%, e, em seguida, enxaguado com &gua destilada estéril, onde
apos sua secagem natural, foram colocadas quatro folhas de papel filtro borrifadas
com &gua de modo a garantir a umidade relativa no interior do gerbox. Para a folha
destacada nédo ficar em contato direto com o papel filtro, utilizou-se uma lamina de
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vidro, colocando-se a folha sobre ela (uma folha por gerbox). O peciolo da folha foi
envolvido com algoddo umedecido com 4&gua destilada estéril. Com este

procedimento as folhas destacadas estavam prontas para serem inoculadas (Figura 3).

FIGURA 3. Inoculagdo com discos de BDA contendo micélio de S. sclerotiorum em

foliolos destacados de crambe (método do disco de micélio em folha destacada).

Antes da inoculagdo, as folhas foram pulverizadas com &gua destilada e,
a seguir, receberam um disco de micélio de 5 mm. As caixas gerbox foram
incubadas em camara BOD a temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas.
Para cada tratamento inoculado, foi feita uma testemunha (sem inoculacdo) para
posterior comparacdo durante a avaliagdo. As avaliacbes de severidade foram
realizadas, diariamente, com base na escala diagramatica elaborada por Garcia e
Juliatti (2012), iniciando-se 48 horas apos a inoculagéo (Figura 4).

Com relacdo a formacdo de esclerddios, as avaliagdes foram realizadas
diariamente por um periodo de quinze dias, observando-se sua formacdo e fazendo a
contagem de esclerddios formados em cada tratamento e repeticao.

Os dados relacionados a severidade e formacdo de esclerédios, foram
submetidos a analise de variancia conforme mencionado no item 3.1.1.
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FIGURA 4. Escala diagramatica para avaliacdo dos sintomas de Sclerotinia
sclerotiorum em folhas inoculadas de planta de soja (Garcia e Juliatti, 2012).

3.2 Reacao de gendtipos de crambe a S. sclerotiorum

O experimento foi realizado no periodo de Setembro a Novembro de
2014, na Faculdade de Ciéncias Agrarias, situada na unidade Il da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) localizada na Rodovia Dourados a Itahum, km
12 — Dourados- MS.

O ensaio experimental foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e
em Casa de Vegetacdo. A implantacdo ocorreu em 25 de Setembro de 2014, quando
foram semeadas 10 sementes por vaso das cultivares de crambe FMS Brilhante,
Mario e Galactica, e uma linhagem da mesma cultura, FMSCR 1101.

Adotou-se 0 delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (genotipos) e cinco repeticdes para cada método de inoculacédo utilizado,
sendo eles: método do palito, disco de micélio em folhas destacadas e método do
disco de micélio nas axilas foliares.

A metodologia utilizada foi a mesma relatada anteriormente, com a
diferenca no tamanho do vaso que foi reduzido e a quantidade de 1,3 kg da mistura,
citada no experimento anterior/vaso, a dose do adubo foi de 0,75g/vaso. Dezessete
dias ap0s a semeadura, fez-se o desbaste deixando quatro plantas por vaso, apés dez

dias, fez-se 0 segundo desbaste deixando apenas duas plantas por vaso, uma para
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inoculacdo e a outra testemunha (sem inoculagdo). Os vasos foram irrigados,
mantendo-se um turno de rega conforme a necessidade para manter o bom
desenvolvimento da cultura. A inoculacdo foi realizada aos 29 dias apés a
emergéncia, sendo que no metodo do disco de micélio nas axilas foliares, fez-se o
envolvimento com papel filme para evitar o ressecamento do disco.

As avaliagbes foram iniciadas 48 horas apds as plantas terem sido
inoculadas, realizadas diariamente e utilizando-se régua graduada para medir o
comprimento da lesdo, tanto para o0 método do palito quanto para o disco de micélio
nas axilas foliares. Para o método de inoculagdo de disco de micélio em folha
destacada, os sintomas foram avaliados com base na escala diagramaética elaborada
por Garcia e Juliatti (2012).

Para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
utilizou-se a equagdo citada por Shaner e Finney (1977).

Os dados, relacionados a severidade maxima e AACPD, para os métodos
do palito e disco de micélio em folha destacada, e severidade maxima, severidade aos
13 dias e AACPD para o método do disco de micélio nas axilas foliares, foram
submetidos a andlise de variancia com auxilio do programa SANEST e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3. Transmissao de S. sclerotiorum via sementes

O experimento foi realizado no periodo de Mar¢o a Junho de 2015, na
Faculdade de Ciéncias Agrarias, situada na unidade Il da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) localizada na Rodovia Dourados a Itahum, km 12 —
Dourados- MS.

O ensaio foi implantado em 20 de Marco de 2015. Esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum foram obtidos no interior dos caules do crambe dos ensaios
anteriormente realizados, submetidos a assepsia em alcool 70%, hipoclorito de sodio
a 1% e lavados com agua destilada e esterilizada por um minuto, posteriormente,
secos em camara de fluxo de ar. ApoOs esse procedimento, os esclerddios foram
acondicionados em placas de Petri contendo meio BDA, as quais foram vedadas com
filme plastico e incubadas em BOD a 20°C (+2°C) e fotoperiodo de 12 horas para

promover a colonizacdo do meio de cultura pelo patégeno.
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Depois do crescimento micelial, 250 sementes dos gendtipos FMS
Brilhante e Mario provenientes da Fundagdo MS, safra 2014/2014 foram
previamente desinfestadas, como mencionado para os esclerddios, depositadas em
camada Unica e levemente pressionadas sobre o meio colonizado, onde
permaneceram por um periodo de 20 horas. Como testemunha, utilizaram-se
sementes incubadas nas mesmas condicdes, porém, apenas em meio BDA. Adotou-se
0 delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 2 X 2 (gendtipos x
com/sem inoculagdo) com cinco repeticdes.

A semeadura foi realizada em 31 de Margo de 2015, quando foram
semeadas 50 sementes por parcela, em bandejas plasticas contendo solo peneirado
do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico, substrato Bioplant e areia, na propor¢éao de
1:1:1. Airrigacdo foi realizada conforme a necessidade, de modo a manter a umidade
adequada para o bom desenvolvimento da cultura.

A patogenicidade do fungo as culturas foi analisada por meio da
contagem de plantas emergidas com e sem sintomas da doenca, aos nove dias ap6s a
semeadura, e uma segunda contagem aos 18 dias.

Para avaliacdo da transmissibilidade do patdgeno via sementes, foram
coletadas quatro sementes ndo emergidas, quatro plantulas assintomaticas de cada
tratamento e repeticdo, além de um ndmero variado de plantulas com sintomas,
devido em algumas repeticdes ndo serem encontradas as quatro plantulas necessarias
em 22 de abril de 2015. Estas foram lavadas em &gua corrente para retirada do solo
aderido a elas e submetidas a assepsia em alcool 70% e hipoclorito de sodio a 0,5%
por um minuto, sendo, posteriormente, lavadas com agua destilada e esterilizada. Os
fragmentos vegetais, bem como as sementes, foram plaqueados em meio Neon S
(NAPOLEAO et al., 2006). Utilizou-se meio de cultura com a seguinte composi¢ao:
39 g de BDA para 1 litro de agua destilada (autoclavados), sendo posteriormente
acrescentado 50 mg de azul de bromofenol e 50 mg de cloranfenicol , apo6s a
diminuicdo da temperatura, o suficiente para néo solidificagdo do meio. As placas
foram incubadas a 19°C (£1°C), no escuro constante, e as leituras foram realizadas
aos sete e doze dias apo6s a incubacéo, observando a formacéo de micélio, bem como
a mudanca da cor do meio, de azul para amarelo.

Quando o halo amarelo ndo era formado, mas havia presenca de micélio,
aparentemente de S. sclerotiorum, as sementes e/ou partes de plantulas foram

incubadas em camara Umida, em caixas gerbox, devidamente vedadas com papel
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filme e incubadas a 19°C (£1°C), no escuro constante, por 21 dias. As avaliacGes
foram realizadas por meio da observacdo visual da formacdo de esclerddios, para
determinacéo do numero de sementes e plantulas contaminadas.

As caracteristicas avaliadas foram: porcentagem de emergéncia de
plantas da primeira e segunda avaliagéo e porcentagem de plantas com sintomas da
primeira e segunda avaliagdo, foram submetidos a andlise de variancia com auxilio
do programa SANEST e as medias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade. A porcentagem de plantas com sintomas foi calculada em relacdo ao

namero de plantas emergidas.



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios com diferentes metodologias de inoculagdo

As plantas inoculadas pelo método do palito que apresentaram sintomas
tipicos da doenca causada por Sclerotinia sclerotiorum, com micélio branco visivel
nas hastes e em algumas folhas, foram as dos genotipos de crambe FMS Brilhante e
FMSCR 1101, enquanto que 0s genotipos de soja, ndo apresentaram sintomas
caracteristicos da doenca. As plantas de crambe inoculadas apresentaram lesGes
maiores que as de soja, resultando em menor severidade da doenca durante o periodo

avaliado para os genotipos de soja (Tabela 1).

TABELA 1. Comprimento da lesdo no caule aos 25 dias apds a inoculagdo (CL 25
DALI) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para lesdo em crambe
e soja, submetidas a inoculagdo de Sclerotinia sclerotiorum pelo método do palito

GENOTIPOS CL 25 DAI (cm) AACPD
FMS Brilhante 79,80 a* 264,96 a
CRAMBE

FMSCR 1101 59,00 a 229,44 a

TMG 7262 RR 0,50b 450b

SOJA TMG 1264 RR 0,50b 3,82b

TMG 1067 RR 0,00b 0,00b

CV (%) 74,19 62,62

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
(p>0,05). Dados médios de cinco repeti¢des. CV = coeficiente de variacao.

As lesBes observadas no caule dos gendtipos de crambe e soja ocorreram
dois dias apo6s a inoculacdo, com excecdo do genétipo TMG 1067 RR, onde ndo
ocorreu lesdo. Para inoculacdo da haste, tem-se verificado inicio dos sintomas em
torno de trés dias apos a inoculacdo (WEGULO et al., 1998). Na cultura do crambe,
as lesdes evoluiram, enquanto que, na soja mantiveram-se estabilizadas. Embora os
gendtipos de soja utilizados ndo sejam resistentes a Sclerotinia sclerotiorum, a lesdo
causada ndo se desenvolveu como em crambe.

Tanto  cultivares  resistentes quanto  suscetiveis  apresentam
suscetibilidade para serem infectadas em fase inicial, enquanto, aquelas resistentes

sdo capazes de promover o retardamento do desenvolvimento do patégeno, tanto



24

sobre a superficie da planta como dentro dos tecidos do hospedeiro (GARG et al.,
2010). Pela rapidez com que o patdgeno infecta seu hospedeiro, antes que o mesmo
possa expressar sua defesa (YANG et al., 2007), pode-se considerar a velocidade de
colonizacdo como um importante fator de patogenicidade de S. sclerotiorum. Sendo
assim, os materiais de soja testados mostraram-se mais resistentes que os de crambe.
Né&o foram detectadas diferencas entre os materiais de soja, nem entre os de crambe.

Desta forma, utilizando-se a metodologia do palito, poderia se prever que
a introducdo do patdgeno nos tecidos da planta desconsideraria, caso houvesse, 0s
mecanismos de defesa pré-formados e resultaria no desenvolvimento mais rapido das
lesBes, evidenciado pela presenca das mesmas apés a retirada das plantas da camara
umida. Isso significa que os materiais de crambe poderiam ter mecanismos de
resisténcia que ndo se apresentaram neste teste. A inocula¢do com discos de miceélio
poderia comprovar a existéncia ou ndo desses mecanismos. Este método foi
realizado, porém, nad foram obtidos resultados, devido ao disco de micélio ter
ressecado, por causa da alta temperatura no ambiente.

As plantas de crambe inoculadas apresentaram lesdes nas hastes, as quais
atingiram as hastes por completo. Salienta-se a velocidade com que as lesbes
progrediam no tecido da planta, proporcionando AACPD para lesdo
significativamente muito superior comparada a soja. Foi observado, nas plantas de
crambe, que a lesdo acima do local inoculado foi consideravelmente maior
comparado ao crescimento verificado abaixo do ponto de inoculacdo (Figura 5). Essa
observacdo sugere que a translocacdo do acido oxalico, produzido pelo patdgeno,
seria no sentido ascendente, juntamente com o fluxo de dgua na planta. Este acido
fornece um pH 6timo para a a¢do de enzimas, as quais vao degradar a parede celular
da planta, permitindo a penetracdo e desenvolvimento do patégeno (GIRARD et al.,
2004).

Com a expansdo da lesdo, observou-se o avanco da doenca sobre 0s
tecidos afetados, resultando na morte das plantas de crambe. Com a sequéncia do
processo infeccioso, tém-se a morte da célula do hospedeiro e este processo é entdo
desviado para as necessidades nutricionais do fungo, que por ser necrotrofico,
alimenta-se de tecido vegetal morto (DICKMAN, 2007). Posteriormente a extracéo

dos compostos essenciais, inicia-se o desenvolvimento dos esclerddios.
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FIGURA 5. Planta de crambe com crescimento da lesdo maior acima do ponto de

inoculagdo comparado ao crescimento abaixo deste.
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N&o foi avaliada a quantidade de esclerddios produzidos em soja, uma
vez que as plantas ndo morreram devido & doenca e apresentavam lesdes pouco
extensas em suas hastes. Em crambe, foi possivel observar e coletar os esclerodios
produzidos no caule, mostrando diferenca significativa entre os materiais testados
(Figura 6).

NUmero de esclerodios

O P N W b 01 O N
l

FMS Brilhante FMS CR 1101

FIGURA 6. Numero de esclerddios produzidos por S. sclerotiorum, no interior do
caule dos genotipos de crambe, pelo método do palito, Dourados/MS, 2014. *
Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Com relagdo a linhagem de crambe FMSCR 1101, houve maior
quantidade de esclerédios produzidos, o que significa uma maior quantidade de
indculo deixado no solo para a proxima cultura. Consequentemente, o peso dos
esclerddios foi maior para a linhagem FMSCR 1101 (Figura 7).

Em trabalhos conduzidos por Vuong et al. (2004), houve diferencgas
significativas na formagdo de esclerodios dentro do caule da cultivar de soja
Williams 82 (padrdo de suscetibilidade), com 4,5 esclerddios por planta, e NKS 19-
90 (padrdo de resisténcia), com 1,2 esclerddios por planta. Juliatti et al. (2014),
dentre outras avaliagfes, observaram diferenca significativa quanto ao numero de
esclerddios produzidos entre as cultivares de soja avaliadas pela utilizagdo do método

de inoculacgdo do disco de micélio, com e sem ferimento.
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FIGURA 7. Peso dos esclerddios (gramas) produzidos por S. sclerotiorum, no interior
do caule dos genotipos de crambe, pelo método do palito, Dourados, MS, 2014, **
Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade.

N&o foi possivel obter resultados no método do disco de micélio em folha
destacada para a cultura do crambe, devido ao estadio avancado de desenvolvimento
da cultura, contavam-se apenas com algumas folhas em tamanho pequeno e desta
forma as notas das observagfes eram muito maiores quando comparadas as cultivares
de soja. Wegulo et al. (1998) sugerem pontos importantes para garantir a
consisténcia do método da folha destacada, como: uniformidade do tamanho da
folha, localizacdo do indculo na folha e umidade adequada durante a inoculacao.

Né&o houve diferenca significativa para area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) para lesdo em soja pelo método do disco de micélio em folha
destacada, mostrando assim, que os gendtipos estudados ndo diferiram com relacéo a
resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum. Garcia e Juliatti (2012), avaliando a resisténcia
da soja a S. sclerotiorum em diferentes estadios fenoldgicos e periodos de exposi¢do
ao inbculo, verificaram que o método do disco de micélio em folhas destacadas
identifica as variacbes na reacdo de diferentes gendtipos ao patégeno, porém a
utilizacdo desse método, isoladamente, ndo é recomendado devido a reacdo
diferenciada que uma mesma cultivar apresentou quando inoculada pelo método do
disco de micélio em folha destacada e quando a inoculagé@o ocorreu sobre folhas na
planta, devido a interrupcdo dos mecanismos de defesa da planta quando a folha é

destacada.
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Wegulo et al. (1998) avaliaram a resposta de doze cultivares de soja a S.
sclerotiorum a campo e em ambiente controlado, utilizando diversos métodos de
inoculacdo como: inoculacdo com discos de micélio em folhas destacadas, além de
inoculacdo em folhas e hastes a campo e a resposta ao acido oxalico. Os autores
observaram que a inoculacdo de folhas destacadas e a exposi¢do ao acido oxalico
apresentaram uma boa correlagdo com resultados de campo.

As médias dos resultados obtidos pela avaliagdo no método do disco de
micélio em folha destacada ndo diferiram significativamente entre si tanto para
quantidade de esclerédios produzidos, como nimero de horas para producdo dos
mesmos nas cultivares de soja. 1sso mostra que os gendtipos estudados produzem a
mesma quantidade de indculo, pois sdo os esclerddios que permanecem no solo,
tornando-se fonte de indculo primario para a cultura seguinte. Deste modo, uma
cultivar que possibilitasse a produgdo de fungo com menor nimero de esclerédios
produzidos, seria interessante no manejo da doenca.

Juliatti et al. (2014), avaliando métodos de inoculagéo e da resisténcia de
gendtipos de soja a Sclerotinia sclerotiorum, mostraram diferenca significativa no

namero de esclerddios produzidos por genotipos de soja.

4.2. Reacdo de gendtipos de crambe a S. sclerotiorum

As plantas de crambe inoculadas pelos métodos do palito e do disco de
micélio em folha destacada apresentaram sintomas tipicos da doenca causada por
Sclerotinia sclerotiorum, como lesdo nas hastes e micélio branco visiveis em
algumas folhas. Com relacdo a severidade maxima (Sev. Max.) e area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre os genotipos em ambos os métodos de inoculagdo utilizados
(Tabela 2).

Pelo método do palito, observou-se a répida formacdo das lesGes nas
hastes, sendo constatado que todas as plantas mostraram-se doentes no terceiro dia
apos a inoculagdo. Com a expansao da lesdo, ocorreu 0 avango da doenca sobre os

tecidos afetados, resultando na morte das plantas.
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TABELA 2. Severidade maxima (Sev. méax.) e area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), para dois métodos de inoculacdo (palito e disco de micélio em
folha destacada) de Sclerotinia sclerotiorum, em quatro genotipos de crambe

Métodos de inoculagao

Gendtipos Palito Folha destacada
Sev. max. AACPD AACPD
Galactica 47,2 a* 400,15 a 828,32 a
Mario 35,6 a 372,35 a 803,16 a
FMSCR 1101 457 a 388,70 a 786,50 a
FMS Brilhante 40,3 a 392,85a 823,25 a
CV (%) 25,23 16,89 6,35

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
(p>0,05). Dados médios de cinco repetigdes. CV = coeficiente de variacao.

Yang et al. (2007) relataram o aparecimento de lesdes necroticas em
inoculacdo de folhas de canola ap6s 12 horas, enquanto que em inoculacdo de hastes
seja pelo método de peciolo ou discos de micélio, tem-se verificado inicio dos
sintomas em torno de 2 a 3 dias ap6s a inoculacdo na cultura da soja (WEGULO et
al., 1998), niger (BRADLEY et al., 2003) e canola (ZHAO et al., 2004).

Com relacdo ao método do disco de micelio em folha destacada, os
sintomas também foram observados no terceiro dia apds a inoculacdo. Algumas
folhas ndo apresentaram nenhum sintoma tipico da doenca até o final das avaliagdes,
enquanto que outras, tiveram sua area foliar completamente afetada pela doenga de
um dia para o outro.

Garcia e Juliatti (2012) avaliaram a resisténcia da soja a Sclerotinia
sclerotiorum em diferentes estadios fenoldgicos e periodos de exposicéo ao indculo,
observaram comportamento variado quanto a reacdo ao fungo e ao método de
inoculacdo utilizado. As cultivares que foram resistentes e moderadamente
resistentes pelo método do disco de micélio em folha destacada, ndo comportaram-se
da mesma forma quando a inoculag@o ocorreu sobre folhas na planta. Desta forma,
eles concluiram que apenas o0 uso do método do disco de micélio em folhas
destacadas ndo € indicado para avaliagdo de resisténcia de soja a S. sclerotiorum.

Apesar do nivel de repetibilidade relatado no estudo para o ensaio das
folhas destacadas, 0 método parece ser Util na avaliacdo de cultivares de soja quanto
a resisténcia a S. sclerotiorum e para assegurar a coeréncia do estudo trés fatores
podem ser considerados, tais como: umidade e tamanho da folha, colocacdo do

indculo sobre a mesma e a umidade adequada no ambiente que rodeia as folhas
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inoculadas. Trata-se de um método que proporciona economia de tempo para
avaliacdo de um numero elevado de cultivares (WEGULO et al., 1998).

Com relacdo ao método de inoculagcdo com discos de micélio nas axilas
foliares, embora 0s genotipos tenham apresentado sintomas tipicos da doenca aos
trés dias apos a inoculacdo, observou-se que ndo diferiram significativamente quanto
a severidade mé&xima (Sev. Max.) e severidade aos 13 dias apds a inoculagdo (Sev.
13 DAI). A velocidade com que as lesdes progrediam no tecido das plantas
proporcionou uma area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) com
diferenga significativa entre os genotipos Mario e FMS Brilhante. Sendo assim,
pode-se dizer que o gendtipo Mério apresenta uma maior resisténcia ao patdgeno,

com relacdo ao genotipo FMS Brilhante (Tabela 3).

TABELA 3. Severidade méxima (Sev. max.), severidade aos 13 dias apos a
inoculacdo (Sev. 13 DAI) e area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),
para 0 método de inoculagdo nas axilas foliares com disco de micélio de Sclerotinia
sclerotiorum, em quatro genotipos de crambe

Gendtipos Sev. max. Sev. 13 DAI AACPD
Galactica 39,4 a* 24,6 a 355,20 ab
Mario 315a 21,8a 338,50 b
FMSCR 1101 43,4 a 22,6 a 395,63 ab
FMS Brilhante 41,7 a 25,3 a 446,35 a
CV (%) 32,88 17,44 14,14

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
(p>0,05). Dados médios de cinco repeti¢ces. CV = coeficiente de variagéo.

Utilizando métodos de inoculacdo (disco de micélio em folha destacada,
plantas em vasos com e sem ferimento nas hastes), para avaliacdo de resisténcia a S.
sclerotiorum em genotipos de soja, Juliatti et al. (2014) concluiram que o método de
inoculacdo realizado com ferimento no terco médio das plantas, que se encontravam
no final do florescimento e inicio de enchimento dos gréos, inoculadas com discos de
BDA, mostrou melhor resultado na avaliacdo a resisténcia de genotipos de soja ao
patdgeno.

Estudos realizados por Bradley et al. (2006) mostraram que a técnica de
inoculacdo do peciolo pode ser um método para comparar 0s niveis de resisténcia a

Sclerotinia sclerotiorum entre as cultivares de canola, sob condigdes controladas.
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Zhao et al. (2004) também demonstraram a efetividade do método para a mesma
cultura.

Rahmanpour et al. (2011) observaram a reacéo de especies Brassicas a S.
sclerotiorum, utilizando técnicas de inoculacédo, entre elas a do disco de micélio em
folhas na planta com e sem ferimento, sendo que as folhas inoculadas mostraram
sintomas de necrose e lesBes de coloragdo acinzentada 60 horas ap6s a inoculagéo.
Houve diferencas significativas no tamanho da lesdo entre os gendtipos, sendo que as
lesbes em folhas feridas foram maiores que nas folhas nédo feridas. Com base no
tamanho do didmetro da lesdo, alguns genotipos de canola foram considerados
suscetiveis, enquanto que os de mostarda resistentes. Os resultados revelaram que os
efeitos de genotipo e ferimento foram significativos sobre a taxa de expansdo da
lesdo, porém ndo houve interacdo significativa entre genétipo e ferimento, pois se
comportaram da mesma forma.

Neste trabalho, utilizando a inoculagdo com disco de micélio em axila
foliar sem ferimento, os sintomas foram observados trés dias apds a inoculagéo e
para genotipos de crambe foi o Unico dos métodos utilizados no experimento, que

detectou diferenca entre os gen6tipos avaliados.

4.3. Transmissao de S. sclerotiorum via sementes

A presenca do fungo S. sclerotiorum nas sementes de crambe resultou
em menor emergéncia das plantulas. A porcentagem de emergéncia foi
significativamente diferente nas duas avaliaces, tendo a testemunha apresentado
maiores médias em relacdo as inoculadas, no entanto, os gendtipos ndo se
diferenciaram quanto a esse critério. Ndo houve diferenca significativa para plantas
com sintomas entre 0s genotipos estudados para os tratamentos inoculado e
testemunha, nas duas épocas avaliadas (Tabela 4). Para o genétipo FMS Brilhante, a
reducdo da emergéncia com sementes inoculadas foi de 59% e do gendtipo Mario foi
de 79%.
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TABELA 4. Plantas com sintomas e porcentagem de emergéncia de plantas com
sintomas aos 9 e 18 dias ap6s a emergéncia (DAE) de dois gendtipos de crambe
inoculados com S. sclerotiorum

Plantas com sintomas - 9 DAE

Mario FMS Brilhante Média

Inoculado *1,4 0 0,7a

Testemunha 0 0 0a
Média 0,7A 0A

% de emergéncia - 9 DAE

Mario FMS Brilhante Média

Inoculado 12,4 22,4 174b

Testemunha 61,2 56 58,6 a
Média 36,8 A 392 A

Plantas com sintomas - 18 DAE

Mario FMS Brilhante Média

Inoculado 8 6,7 7,35a

Testemunha 3,34 0,58 1,96 a
Média 5,67 A 3,64 A

% de emergéncia - 18 DAE

Mario FMS Brilhante Média

Inoculado 12,8 25,6 192 b

Testemunha 61,2 62,8 62 a
Média 37A 442 A

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 1%. Dados médios de cinco repetigdes. *Dados originais, para fins de analise

estatistica os dados foram transformados em arco seno ,/x/100.

O resultado obtido, com relacdo a porcentagem de emergéncia, corrobora
com o encontrado por Venturoso et al. (2015), que inocularam S. sclerotiorum em
sementes de oleaginosas tais como, canola (Brassica napus var. oleifera), cartamo
(Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abssynica), girassol (Helianthus annuus),
nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus) e niger (Guizotia abyssinica),
destacando-se as quatro ultimas, que apresentaram reducdo superior a 60% na
emergéncia de plantas. Os autores observaram maior quantidade de sementes mortas
na cultura do crambe, constatando-se apenas 4,4% de emergéncia para as sementes

inoculadas.
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A germinagdo de sementes de feijdo inoculadas com S. sclerotiorum
reduziu conforme aumentou o tempo de exposi¢do ao patdgeno de 36, 72 e 96 horas
em temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas (BOTELHO et al., 2013). No
presente trabalho, foi observado comportamento semelhante aos estudados pelos
autores, porém com tempo de exposicdo de 20 horas. Mueller et al. (1999)
observaram que a maioria das sementes de soja infectadas com o fungo nem
chegaram a germinar. Machado et al. (2001) enfatizaram que o fungo localiza-se
internamente nas sementes, uma vez que em mais de 90% das sementes desinfestadas
com hipoclorito detectou-se a presenca do fungo. Este fato demonstra a maior
dificuldade e importancia no controle do patdégeno, quando associado as sementes.

No teste para verificacdo da transmissdo do patdgeno em sementes
mortas, plantulas com sintomas e aparentemente sadias, foram incubadas em meio
Neon.

Nesse método, a presenca de S. sclerotiorum é caracterizada pela
formacéo de halo com coloracdo amarela no meio de cultura, que ocorre na presenca
de substancias acidas (acido oxalico) liberadas pelo fungo durante seu crescimento.
Porém foi detectada a presenca de outros fungos que produzem o mesmo efeito no
meio, levando a um resultado falso-positivo (Figura 8). No entanto, trata-se de um
dos métodos recomendados pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009)
para deteccdo do patdgeno.

Das plantas incubadas para a confirmacdo da presenca do patdgeno
acondicionadas em gerbox, apenas em uma, FMS Brilhante inoculada com S.
sclerotiorum e sem sintoma, houve o aparecimento de trés esclerddios, confirmando-
se a transmissdo do patdgeno. Venturoso et al. (2015) avaliaram a transmissdo e seus
efeitos sobre a emergéncia de plantas, inoculando S. sclerotiorum em sementes de
oleaginosas, e verificaram a patogenicidade do fungo associado as sementes e
plantulas comprovada por meio do teste Neon, assim, o patdégeno pode ser
transmitido para as plantulas das culturas quando associado as suas sementes, sendo
uma importante fonte de indculo em condigdes favordveis ao patogeno, além de

reduzir a porcentagem e velocidade de emergéncia das culturas.
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FIGURA 8. Placa contendo sementes de crambe em meio Neon S apresentando halo
amarelado formado pela presenca de fungo com caracteristicas distintas de S.
sclerotiorum (falso-positivo).

Ha relatos de producdo de esclerodios no solo a partir de sementes de
feijdo (TU, 1988) e soja (YANG et al., 1998). Mueller et al. (1999) verificaram, por
duas safras consecutivas 1997/1998, a producdo de esclerddios e apotécios de S.
sclerotiorum a partir de sementes de soja infectadas e seu controle por meio de
tratamento de sementes com fungicidas. Foi observada a campo, formacdo de 754
esclerddios e produzidos 10 apotécios a partir de 1.000 sementes infectadas durante o
periodo de dois anos.

E relevante o estudo da transmissibilidade, por sementes, da doenca mofo
branco, uma vez que a deteccdo do patdbgeno em uma semente € considerada um
grande potencial de indculo (STEADMAN, 1983; MUELLER et al., 1999), desta
forma o fungo pode ser introduzido em é&reas indenes por meio das sementes

infectadas.



CONCLUSOES

Houve uma maior formac&o de esclerddios do fungo sobre a linhagem de
crambe FMSCR 1101.

Pelo método de inoculacdo com disco de micélio nas axilas foliares,

houve maior progresso da lesdo para FMS Brilhante, comparado ao genotipo Mario

Confirmou-se a transmissibilidade de S. sclerotiorum associada as

sementes de crambe

Ha efeito direto da S. sclerotiorum na porcentagem de emergéncia das
plantulas.

O método de inoculacdo com disco de micélio nas axilas foliares permite

a melhor avaliacdo da resisténcia de genotipos de crambe a S. sclerotiorum
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