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FRANCO, K. G. GERMINACAO CARPOGENICA DE Sclerotinia sclerotiorum
(LIB.) DE BARY SOB RESIDUOS E EXTRATOS AQUOSOS DE RESTOS
VEGETAIS DE CULTURAS DE INVERNO. 2019. 30f. Monografia (Trabalho de
Concluséo de Curso), Universidade Federal da Grande Dourados. Dourados, MS.

RESUMO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, causador do mofo branco em diversas
plantas de interesse econémico, é favorecido por condi¢6es de elevada umidade e clima
ameno. O controle do patogeno € dificultado devido as suas estruturas de sobrevivéncia
que podem permanecer viaveis por muitos anos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial inibitorio e supressor de extratos e residuos de plantas cultivadas de inverno
sobre a germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum, em condicGes de laboratério e duas
fontes de iluminacdo. Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Fitopatologia
da Universidade Federal da Grande Dourados, sendo o delineamento experimental
inteiramente casualizado. Foram avaliados residuos de crotalaria, ervilhaca, milheto,
milho e niger, em duas repeticbes com diferentes fontes de iluminagéo. Esclerédios do
fungo foram dispostos em caixas gerbox, sobre agar-agua e cobertos com os respectivos
residuos fragmentados. Em outro ensaio, extratos aquosos dos residuos foram
preparados e incorporados ao agar-dgua. As avaliagbes tiveram inicio a partir da
formacdo de estipes e apotécios no tratamento testemunha, verificando a porcentagem
de esclerodios apresentando estipes e a quantidade de estipes e apotécios emitidos por
esclerddio. Extratos de crotalaria, ervilhaca, milheto, milho e niger apresentaram efeito
supressor na germinacdo carpogénica dos esclerddios de S. sclerotiorum. Residuos de
crotalaria, milheto, milho e niger ndo impediram a formacédo de estruturas reprodutivas
pelos esclerddios. Esclerddios submetidos a cobertura com residuos de ervilhaca
tiveram a germinacdo suprimida em todas as repeticdes, independente do regime de
iluminacdo empregado na incubacdo. Os resultados obtidos a partir dos ensaios
avaliados indicam efeito da luz fluorescente como fator fundamental no processo de
diferenciacdo das estipes em apotécios, devido a emissao de raios ultravioletas.

Palavras-chave: Crotalaria sp., Guizotia abyssinica Cass., Pennisetum glaucum, Vicia
sativa L., Zea mays.



FRANCO, K. G. CARPOGENIC GERMINATION OF Sclerotinia sclerotiorum
(L1B.) DE BARY UNDER WASTE RESIDUES AND AQUEOUS EXTRACTS OF
VEGETABLE WINTER CROPS. 2019. 30f. Monograph (Course Completion Work),
Federal University of Grande Dourados. Dourados, MS.

ABSTRACT

The fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) of Bary, which causes white mold in several
plants of economic interest, is favored by conditions of high humidity and mild climate.
Pathogen control is hampered by its survival structures that can remain viable for many
years. The objective of this work was to evaluate the inhibitory and suppressive
potential of extracts and residues of winter cultivated plants on the carpogenic
germination of S. sclerotiorum under laboratory conditions and two sources of light.
The trials were developed in the Phytopathology Laboratory of the Federal University
of Grande Dourados, and the experimental design was completely randomized.
Residues of crotalaria, vetch, millet, corn and niger were evaluated in two replicates
with different light sources. Sclerodes of the fungus were arranged in gerbox boxes, on
agar-water and covered with the respective fragmented residues. In another trial,
extracts aqueous from the residues were prepared and incorporated into agar-water. The
evaluations started from the formation of stipes and apotécios in the control treatment,
verifying the percentage of sclerosis presenting stipes and the amount of stipes and
apotécios emitted by sclerodium. Extracts of crotalaria, vetch, millet, corn and niger
presented suppressive effect on the carpogenic germination of S. sclerotiorum sclerotia.
Residues of crotalaria, millet, corn, and niger residues did not prevent the formation of
reproductive structures by sclerotia. Sclerodes under cover with vetch residues had the
germination suppressed in all replicates, regardless of the lighting regime employed in
the incubation. The obtained results from the tests evaluated indicate the effect of
fluorescent light as a fundamental factor in the process of differentiation of the
apotécios, due to the emission of ultraviolet rays.

Key words: Crotalaria sp., Guizotia abyssinica Cass., Pennisetum glaucum, Vicia
sativa L., Zea mays.



1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro tem apresentado crescimento vertiginoso nos
ultimos anos, em decorréncia do acréscimo de area plantada e também da incorporagao
tecnoldgica no manejo e insumos. Contudo, praticas fitossanitarias mal empregadas
associadas a esse aumento expressivo de produtividade, implicam na disseminacao e
multiplicacdo de pragas e patdgenos em todas as areas cultivadas (VENTUROSO et al.,
2013).

O uso de irrigacdo por pivo central, principalmente nas culturas de soja e
feijdo, mostra-se como excelente estratégia para o incremento da produtividade. No
entanto, esta tecnologia no campo pode propiciar condi¢bes favoraveis para o
desenvolvimento de patdgenos como Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, fungo
necrotréfico causador da doenca conhecida como mofo branco, ou podridao-do-caule de
esclerotinia, em muitas plantas de interesse econémico (BOLAND e HALL, 1994).

Segundo Hoffman et al. (1998), esta doenca € limitante a producéo de soja,
causando reducdo no rendimento de gréos, tanto em nimero quanto peso. Além disso,
as estruturas de resisténcia do fungo, chamados esclerddios, confundem-se com a massa
de grdos no procedimento de colheita, reduzindo o valor do produto por conta da
contaminacéo.

A podriddo-do-caule de esclerotinia ja esteve entre as principais doengas de
soja em paises altamente produtores, como Estados Unidos e Argentina. No Brasil,
estima-se que cerca de 23% ou 7,7 milhdes de hectares da area plantada com soja esteja
infestada pelo patdgeno, sendo os estados mais afetados Goias, Bahia, Mato Grosso e
Parand (WRATHER et al., 1994; MEYER et al., 2017).

Bianchini et al. (2005) relatam que as estruturas de resisténcia formadas
pelo patdgeno podem permanecer viaveis no solo por até oito anos, germinar de forma
miceliogénica ou carpogénica, e constituir fontes de infeccdo as plantas, caso tenha
condicdes de elevada umidade e temperatura amena. Desta forma, os surtos da doenca
tornam-se esporadicos, tendo em vista a grande influéncia do ambiente no processo
infeccioso.

O fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum possui ainda elevada

agressividade e baixa especificidade, estando associado a mais de 400 espécies de



plantas, fator que dificulta 0 manejo devido ao amplo espectro de hospedeiros
(BOLAND e HALL, 1994). Além disso, ndo existe no mercado cultivares com
resisténcia completa a doenca e o controle quimico aplicado de forma isolada ndo obtém
sucesso satisfatorio, necessitando de medidas de controle integradas para 0 manejo no
campo (REIS et al., 2011).

Peltier et al. (2012) relacionam técnicas de manejo integrado da doenga de
carater cultural, quimico e biologico, como rotacdo com culturas ndo hospedeiras,
manejo do dossel da planta, época de semeadura, sistema de plantio direto e controle
quimico, buscando reduzir o in6culo no campo, fator determinante para 0 processo
endémico.

Estudos relacionados a préaticas culturais de rotacdo de culturas com
espécies nao hospedeiras, assim como a cobertura do solo funcionando como barreira
fisica e quimica & germinacdo dos esclerddios tém apresentado resultados satisfatorios
no controle da doenca (GORGEN et al., 2009; MONTEIRO, 2010; SILVA et al., 2011).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
inibitdério e supressor de extratos e residuos de plantas cultivadas de inverno sobre a
germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum, sob condi¢cBes de laboratério e

duas fontes de iluminag&o.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia de Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doenca
conhecida como mofo branco, pertence ao Filo Ascomycota, Classe Discomycetes,
Ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (PEREIRA et al., 2013). Trata-se de um
patdgeno cosmopolita de agressividade elevada, podendo afetar raizes, hastes e
eventualmente as partes mais altas de mais de 400 espécies de plantas, incluindo
monocotiledoneas e dicotiledoneas (BOLAND e HALL, 1994).

A distribuicdo do patogeno abrange 95 paises pertencentes a Africa, Asia,
Australia, Europa, América do Norte e América do Sul, dentre os quais Argentina,
Estados Unidos e Brasil apresentam historico de perdas relevantes em safras de soja
(SAHARAN e MEHTA, 2008; WRATHER et al., 1997).

No Brasil, areas irrigadas e safras de outono-inverno tendem a apresentar
maior inéculo da doenca, pois cria-se um microclima de alta umidade associada a
temperatura amena, favoravel ao patogeno. Culturas de importancia econémica como
soja, feijdo, girassol, algoddo e certas hortalicas possuem relatos de ocorréncia da
doenga, sendo os danos variaveis de acordo com a densidade de indculo presente no
solo e a contribui¢do do ambiente em cada caso (PAULA JUNIOR et al., 2006).

Na cultura do girassol, onde S. sclerotiorum é considerado o patégeno mais
importante, com distribuicdo em todas as regides produtoras, a podriddao branca de
capitulo e haste causa prejuizo direto na producdo, devido a queda de aquénios ou do
préprio capitulo. Neste caso, o problema € agravado, uma vez que normalmente a
cultura é implantada ap0s a safra de verdo, e as condi¢des climaticas passam a ser de
maior umidade e temperaturas amenas (LEITE et al., 2000).

Segundo Bianchini et al. (2005), os sintomas da doenca se caracterizam por
murcha, necrose e podriddo coberta por micélio branco na superficie do solo ou do
tecido hospedeiro. Posteriormente, formam-se as estruturas de sobrevivéncia do
patogeno, chamadas de esclerddios, que podem permanecer viaveis no solo por até oito
anos.

Ainda segundo 0 mesmo autor, a disseminacdo da doenca para outras areas
se da principalmente pelo fungo vinculado as sementes, tanto pelo processo infeccioso
guanto por esclerddios misturados a massa de grdos na ocasido da colheita. Depois de



introduzido na &rea de cultivo, o patégeno € de dificil erradicacdo, exigindo medidas
integradas de controle cultural e quimico para reduzir a populacdo de esclerddios e

impedir que germinem e iniciem o processo de infeccgéo.

2.2 Formacao e germinacao do esclerddio

As condi¢bes ambientais e certas praticas agrondmicas possuem influéncia
direta sobre a doenga do mofo-branco, restringindo ou ampliando o desenvolvimento e
disseminacdo do patdgeno na &rea. O fungo apds colonizar o tecido do hospedeiro,
produz estruturas de sobrevivéncia denominadas esclerodios que retornam ao solo com
a senescéncia do material vegetal e garantem a perpetuacédo do ciclo da doenca (LEITE,
2005).

O patdgeno produz esporos conhecidos como ascOsporos que, ao
germinarem, originam o micélio. Conforme o micélio se desenvolve, ocorre uma
compactacdo desta estrutura, formando-se os esclerddios (PURDY, 1979). Estes
esclerddios produzidos pelo fungo sdo caracterizados por uma massa espessa de hifas
que ndo contém tecido hospedeiro. Estudos mostram que estas estruturas que podem
permanecer viaveis no solo por varios anos, necessitam de um periodo de
condicionamento de pelo menos oito semanas a 8-16°C para que 0 apotécio seja emitido
(SAHARAN e MEHTA, 2008; DILLARD et al., 1995).

Segundo Abdullah (2008), na presenca de hospedeiro suscetivel e quando
encontram condicBGes favoraveis (estimulos suficientes de luz, umidade préximo a
saturacdo e temperatura entre 10-25°C), os esclerddios germinam de forma
miceliogénica, com a producdo de micélios que penetram diretamente nos tecidos da
planta, ou carpogenicamente, com a formacdo de estipes e apotécios, que emergem na
superficie do solo e liberam milhdes de ascosporos, infectando tecidos em senescéncia
(ADAMS e AYERS, 1979).

Independente do tipo de germinagdo do fungo, a infecgdo pode ocorrer
através de aberturas naturais em tecidos sadios de plantas. Ja a penetracéo é dependente
de nutrientes exogenos e da presenca de um filme de &gua. Tecidos necroticos ou
senescentes, como as flores, servem como fonte de nutrientes necessarios para iniciar a
germinacdo dos ascosporos e infeccdo pelo patogeno (ABAWI e GROGAN, 1979).

Os ascésporos entdo germinam e 0 micélio pode penetrar na cuticula através
de enzimas, forca mecénica ou pelos estbmatos. Durante este processo, S. sclerotiorum

secreta uma série de enzimas que degradam os componentes da parede celular, tendo



como contribuinte para a patogenicidade o fator de viruléncia acido oxalico,
responsavel por induzir uma resposta de defesa da planta, levando & morte celular em
uma reacdo de hipersensibilidade (ALGHISI e FAVARON, 1995). A partir da infeccéo,
a doenca progride e a planta passa a ser reservatério de esclerodios que servirdo como

fontes primérias de indculo nas préximas safras (BOLTON et al., 2006).

2.3 Fatores que afetam a germinacgao carpogénica

O ciclo de vida de S. sclerotiorum é dependente das condi¢c@es ambientais,
muitas vezes favorecidas por praticas culturais agronémicas, como adensamento das
plantas, uso de sementes sem certificacdo e de baixa qualidade fitossanitaria, mau
manejo na irrigagdo, auséncia de sistemas de rotagcdo com culturas ndo hospedeiras e de
vegetacdo de cobertura (BIANCHINI et al., 2005).

Os esclerddios, apds retornarem ao solo, necessitam de temperatura e
umidade adequadas para que germinem. A profundidade em que estdo com relagdo a
superficie do solo também é um fator determinante a germinacdo e viabilidade do
fungo, uma vez que a estipe do apotécio exige presenca de luz e exposicdo a
comprimentos de onda UVA para a fertilidade (VELUCHAMY e ROLLINS, 2008).

Gorgen et al. (2009) indicam que exsudatos radiculares da planta
hospedeira, bem como o microclima formado pelo dossel da mesma, também podem
indicar, em alguns casos, possivel acdo benéfica ou ndo para o estimulo da germinacdo
dos esclerddios.

De acordo com Cosic et al. (2012), a profundidade em que o fungo
apresenta-se no perfil do solo relaciona-se fortemente com a sua sobrevivéncia.
Segundo os autores, esclerédios mais profundos tendem a permanecer vidveis por mais
tempo que os superficiais. Quanto a umidade, relatam ser o fator de maior influéncia
sobre o patdgeno, onde condicdes de inundacdo continua podem destruir completamente
os esclerodios.

Estudos indicam que a condicdo ideal no solo para formacao do apotecio €
alcancada quando a umidade encontra-se menor que 50% da capacidade de campo e a
temperatura entre 15°C e 17,8°C, durante um periodo de 10 a 14 dias. Quanto a
liberacdo de ascosporos, pode ocorrer de 36 a 168 horas apds a emissdo do corpo de
frutificacdo do fungo, tendo influéncia negativa quando a umidade relativa do ar atinge
valores entre 65 e 75% (CLARKSON et al., 2003).



2.4 Métodos de controle da doenca

A podriddo-do-caule de esclerotinia (ou mofo-branco) tem se tornado
importante em culturas de interesse econémico e é de dificil controle, sendo a aplicacao
de fungicidas a medida mais utilizada para controlé-la. No entanto, o custo elevado
desses produtos quimicos e a busca por alternativas sustentaveis a doenca tém motivado
estudos relacionados a reducéo da populacéo do patdgeno na area e, consequentemente,
a curva de progresso da doenca nas lavouras (GORGEN et al., 2009).

Estudo realizado na regido centro-sul do Parand, baseado em modelos
metanaliticos, trouxe resultados satisfatorios de acréscimo de produtividade da soja
atacada por S. sclerotiorum, em resposta a aplicacdo foliar do ingrediente ativo
fluazinam, um inibidor de fosforilacdo oxidativa que atua sobre a respiracdo do
patégeno. O autor apresentou estimativa de acréscimo na produtividade de 413,9 kg.ha™
em lavouras onde foi realizado o controle da doenca, indicando cerca de 77,1% de
chances de equilibrio econdmico (TUPICH et al., 2017).

Peltier et al. (2012) citam também o uso do herbicida lactofen agindo de
forma indireta na supressdo da doenca. Neste caso, 0 produto causa impacto no
desenvolvimento do dossel e promove resposta de resisténcia sistémica adquirida pela
planta, embora possa resultar em danos a cultura (DANN et al., 1999).

Ainda com relacdo ao controle quimico, Meyer et al. (2017) indicam
produtos de diferentes modos de acdo atuando sobre o fungo, pertencentes aos grupos
dicarboxamidas, inibidores da fosforilagdo oxidativa, inibidores de succinato
desidrogenase e inibidores de quinona externa. No entanto, os autores apresentam dados
de percentual maximo de 79% de supressdo da doenca, e reforcam a necessidade de
medidas adicionais integradas ao controle quimico, com a finalidade de inviabilizar a
producéo de esclerdédios na entressafra.

Segundo Gorgen et al. (2009), o uso de fungicidas no controle de S.
sclerotiorum mostra-se invidvel devido ao custo elevado e a dificuldade de se obter
sucesso na aplicacdo, visto que o processo de infeccdo ocorre normalmente apos o
florescimento, onde as plantas j& apresentam um porte elevado e o baixeiro esta
encoberto.

Uma alternativa para limitar o emprego de produtos quimicos seria a
incorporacgdo de variedades de plantas resistentes a doenca. No entanto, os programas de

melhoramento genético tiveram sucesso limitado neste aspecto, embora tenham sido



identificadas muitas espécies tolerantes e com resisténcia parcial ao patdgeno
(CASTRO et al., 2016; JULIATTI et al., 2013; SAGATA, 2010).

Em estudo sobre os niveis de resisténcia de genotipos de soja a S.
sclerotiorum sob diferentes ambientes de incubacao, Castro et al. (2016) mostram que,
embora existam genétipos com comportamentos diferentes em razdo ao ataque do
patdégeno, nenhum apresenta resisténcia completa. Ou seja, casos onde é observada uma
fracdo de resisténcia aumentada em condicOes de laboratdrio ou estufa, ndo reproduzem
as mesmas caracteristicas em condicdo de campo (HOFFMAN et al., 1998; KIM et al.,
2000; JULIATTI et al., 2013).

Associado a esta dificuldade de selecdo de cultivares comerciais resistentes
com caracteristicas de herdabilidade, o patdgeno apresenta elevada agressividade e
baixa especificidade, sendo capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros. Assim,
um sistema de rotacdo de culturas nem sempre apresenta bons resultados, exigindo
medidas integradas na busca pela reducéo do indculo no campo (LOBO JUNIOR et al.,
2009).

A implantacdo de um sistema de plantio direto no solo permite o acumulo
de cobertura vegetal sobre a superficie, criando uma barreira fisica que dificulta que as
condicGes para que os esclerédios germinem sejam alcancadas. Além disso, a rotacao de
soja com gramineas como milho, aveia e trigo, impede que as estruturas que chegarem a
emitir apotécios encontrem hospedeiros no campo para manutencdo do inoculo
(WILLBUR et al., 2019).

Como consequéncia, a palhada que fica presente apds a colheita contribui
para a atividade microbioldgica do solo, desenvolvendo microrganismos saproéfitas que
podem agir contra S. sclerotiorum. Para Tu (1997), o controle bioldgico tem sido uma
alternativa estratégica a doenga, sendo mais efetivo quando realizado sobre os
esclerodios, que apresentam baixa mobilidade, ou no periodo de germinagdo do fungo,
quando possuem maior vulnerabilidade.

Coniothyrium minitans tem sido o organismo de controle biolégico mais
estudado como patdgeno de S. sclerotiorum (PELTIER et al., 2012). De acordo com
Zeng et al. (2012), C. minitans foi o agente mais eficaz no controle do mofo-branco,
reduzindo em 68,5% o indice de severidade da doenca e em 95,3% 0 nimero de
esclerddios no solo.

Outro fator a ser analisado refere-se a manipulagdo do ambiente hospedeiro

de modo a torna-lo desfavoravel ao desenvolvimento da doenca, como 0 aumento da



ventilagdo através da copa. Cultivares de feijoeiro com habito de crescimento
indeterminado e prostrado tem aumentado a incidéncia da doenga comparativamente a
cultivares de porte ereto e dossel compacto (LIMA, 2015).

Jaccoud-Filho et al. (2016), estudando a influéncia do espacamento entre
fileiras e taxa de semeadura de plantas no manejo de mofo branco em lavouras de soja
no sul do Brasil, indicam espagamento entre linhas de 0,75 metros como mais efetivo no
controle da doenca. No entanto, sabe-se que espacamentos maiores influem em menores
densidades populacionais, reduzindo significativamente o rendimento da cultura. Assim,
tais medidas preventivas tornam-se mais passiveis de serem adotadas por agricultores

que apresentam historico do patégeno na area.

2.5 Extratos e residuos de plantas cultivadas no desenvolvimento de Sclerotinia
sclerotiorum

Estudos relacionados ao uso de plantas de cobertura associadas a praticas
fitotécnicas, como semeaduras menos adensadas e rotacdo de culturas, tém mostrado
resultados benéficos no manejo da doenca do mofo branco em culturas como feijédo e
soja. De acordo com Asmus et al. (2005), as plantas de cobertura podem promover a
liberacdo de compostos antagonistas a certos grupos de microrganismos patogénicos,
além de promover efeito supressor a populacdo do patégeno, impedindo que as
condicdes ideais para a germinacédo sejam alcancadas.

Rocha et al. (2006) observaram a campo o efeito de diferentes residuos na
incidéncia de S. sclerotiorum em alface e obtiveram controle da doenca em solos
apresentando algum tipo de cobertura. Para Silva (2007), a cobertura vegetal sobre os
esclerddios pode atuar tanto como barreira fisica, dificultando a emissdo de estipes e
apotécios e reduzindo a incidéncia luminosa, quanto como barreira quimica, devido a
compostos liberados pelos residuos durante o processo de decomposicgéo.

Venturoso et al. (2013), em estudo sobre producdo de soja e germinacao
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum sob diferentes coberturas de solo,
demonstraram que a presenca da palhada ndo impediu a formagdo de apotécios, no
entanto reduziu consideravelmente as porcentagens de germinacgdo nos tratamentos em
estudo.

Segundo os mesmos autores, embora a cobertura vegetal reduza ou atrase a

germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum, ndo é fator decisivo na ocorréncia da



doenca. Ou seja, a doenca pode vir a ocorrer, no entanto estas praticas de manejo podem
reduzir a severidade da mesma.

Silva et al. (2011), estudando a germinacéo carpogénica de S. sclerotiorum
sob diferentes residuos de plantas cultivadas e seus extratos, obtiveram resultados
satisfatorios de supressdo dos esclerédios nas culturas de aveia, ervilhaca, feijdo e
milheto, além do efeito negativo de todas as particdes etanolicas avaliadas sobre a
germinacdo carpogénica do fungo. No mesmo trabalho, a germinacdo do patégeno no
tratamento com solo nu foi maior que nos demais, indicando provavel condicdo de
arejamento e luminosidade, essenciais para producdo de apotécios.

Zanella et al (2015) também observaram efeito supressor de extratos de
Annona cacans, Geophila repens, Palicourea crocea e as fracGes cloroférmica e
acetado de etila de A. cacans na germinacéo carpogénica de S. sclerotiorum.

Extratos brutos aquosos de gengibre em diferentes concentracfes também
mostraram-se efetivos sobre o crescimento micelial e producédo de esclerddios do fungo
em alface, sob condicdes in vitro. O potencial de Zingiber officinalis na reducdo da
incidéncia da doenca pode ter ocorrido por meio da ativacdo de mecanismos de defesa
por parte das plantas ou mesmo por atividade antimicrobiana direta do extrato
(RODRIGUES et al., 2007). Estes resultados ndo condizem, no entanto, com 0s
apresentados por Monteiro (2010), onde a presenca de extratos vegetais ndo afetou
estatisticamente o nimero de esclerédios germinados carpogenicamente.

Ainda em estudos relacionados ao controle integrado da doenca, Gorgen et
al. (2009) avaliaram os efeitos da cobertura vegetal de Brachiaria ruziziensis e da
aplicacdo de Trichoderma harzianum 1306 na reducdo da densidade de indculo de S.
sclerotiorum, na incidéncia da doenca e na produtividade de soja. Os autores obtiveram
reducdo de até 98% de apotécios na safra de soja apds a dessecacdo da B. ruziziensis e
efeito residual da aplicacdo de T. harzianum na safra posterior, agindo sobre o
patogeno.

Civerd et al. (2019) acreditam que o uso de plantas de cobertura nédo
hospedeiras permitem a manutencdo de condi¢Oes adequadas para a inducdo de
germinacdo carpogénica pelos esclerodios. Ou seja, esta palhada seria responsavel por
formar um microclima favoravel para formacdo de apotécios e acelerar a morte dos
esclerddios no periodo de entressafra da soja, uma vez que ap0s a germinagdo ocorre
um declinio nas reservas da estrutura fangica e o favorecimento do ataque por outros

microrganismos antagonicos a S. sclerotiorum.



3. MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro ensaios, sendo um para avaliar o efeito de extratos
aquosos de residuos de plantas cultivadas de inverno, dois para avaliar o efeito de
residuos de plantas cultivadas, e o Gltimo para avaliar a influéncia da fonte de
iluminacdo da incubadora, todos sobre a germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum.
Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da Faculdade
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo
de outubro de 2018 a junho de 20109.

3.1 Producéo de esclerddios de S. sclerotiorum

Os isolados do fungo Sclerotinia sclerotiorum obtidos no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), foram repicados
em placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubados
durante cerca de cinco dias a 25°C, na auséncia de luz. Ap6s o completo crescimento
micelial por toda superficie da placa, o patdgeno foi repicado para erlenmeyers
contendo uma camada de aproximadamente 20 mm de discos de cenoura autoclavados a
120°C durante 20 minutos.

Estes erlenmeyers foram vedados e incubados a 25°C, com auséncia de
iluminacdo por quatro semanas. Passado este periodo, os esclerddios produzidos foram
coletados e lavados em agua corrente até a completa eliminacdo dos residuos do
substrato de cenoura e micélio do patdégeno. Depois de secos de forma natural, os
esclerddios foram identificados e armazenados a 5°C.

3.2 Obtenc¢éo do material vegetal

As plantas cultivadas de ervilhaca, crotalaria, milheto, milho e niger foram
coletadas na Fazenda Experimental de Ciéncias Agrarias da UFGD (FAECA) em
estadio de senescéncia. A secagem realizou-se em estufa de circulacéo de ar a 55°C, até

0 material apresentar-se praticamente sem umidade nos tecidos.

3.3 Preparo dos residuos vegetais

Parte dos residuos culturais em estudo (ervilhaca, crotalaria, milheto, milho

e niger) foram picados manualmente de modo a obter particulas de aproximadamente 1
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cm. O material foi identificado e armazenado em sacos plasticos, em local arejado e

sem umidade excessiva.

3.4 Obtencao dos extratos vegetais

Para avaliar o efeito de extratos vegetais de plantas cultivadas, as culturas
coletadas na FAECA, apdés o periodo de secagem em estufa, foram submetidas a
moagem em moinho elétrico até a obtengdo de um po.

Foram diluidas 200 gramas de cada residuo em 1 litro de &gua destilada e
esterilizada, onde permaneceram durante 24 horas para maxima extracdo dos compostos
do vegetal. Em seguida, a solucdo foi filtrada a vacuo até a obtencdo de 250 mL de
extrato, que foram posteriormente armazenados em frascos, identificados e refrigerados

até a execucdo do trabalho. A concentracdo dos extratos obtidos foi de 16%.

3.5 Procedimentos padronizados

Neste item s&o apresentados os procedimentos comuns a todos 0s ensaios

realizados neste estudo.

3.5.1 Separacao e desinfestacao dos esclerddios

Os esclerddios produzidos foram separados em grupos de modo a
padroniza-los em grandes, médios e pequenos. Este procedimento foi realizado a fim de
evitar resultados tendenciosos devido ao tamanho das estruturas de sobrevivéncia do
fungo, que influenciam no processo de germinacao.

A desinfestacdo dos esclerédios realizou-se em camara de fluxo laminar, no
momento da montagem do experimento. As estruturas foram imersas durante um
minuto em hipoclorito de sédio a 1%, alcool 70%, e por fim em agua estéril. A secagem

ocorreu de forma natural, em placas de Petri contendo papel filtro esterilizado.

3.5.2 Substrato agar-agua

Para realizagcdo dos tratamentos contendo extratos, a concentracdo do
substrato agar-agua foi de 9,5 gramas em 250 mL de &gua, para posterior diluicdo nos
extratos. Os demais ensaios consistiram na concentragdo de 9,5 gramas de agar em 500
mL de agua. Os substratos foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C por

20 minutos, sendo depois mantidos sob refrigeracédo até o uso.
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3.5.3 Distribuicéo dos esclerodios

As unidades experimentais utilizadas foram caixas do tipo gerbox. Em cada
gerbox foi vertido uma fina camada do substrato, de modo a cobrir todo o fundo do
recipiente, sobre o qual foram distribuidos 20 esclerddios de forma equidistante. No
ensaio referente aos extratos aquosos dos residuos vegetais, outra fina camada de &gar-
agua diluida aos respectivos tratamentos foi vertida sobre os esclerédios, de modo a

impedir o rolamento acidental.

3.5.4 Incubacéo

Os gerboxes foram identificados, vedados com filme plastico e incubados
em camara BOD com ajuste de temperatura de 18°C e fotoperiodo de 12 horas luz/12
horas escuro.

A fonte de iluminagdo LED foi utilizada nos ensaio de extrato aquoso, na
primeira repeticdo do ensaio de residuos e no tratamento um da avaliagéo do efeito da
luz na metodologia utilizada. A cadmara com iluminacdo fluorescente foi utilizada na
segunda repeticdo do ensaio de residuos e no tratamento dois da avaliacdo do efeito da

luz.

3.5.5 Avaliacéo e anélise de dados

As avaliacOes iniciaram-se a partir da formacao de estipes e apotécios no
tratamento testemunha, verificando-se o nimero de esclerddios apresentando estruturas
(ndo foram contabilizados escler6dios que senesceram), e a quantidade de estipes e
apotécios emitidos por esclerédio. O término das avaliacBes sucedeu-se apds a
estabilizacdo da germinacao carpogénica.

Apds o término das avaliagcbes do ensaio contendo extratos vegetais
aquosos, os esclerodios ndo germinados que permaneceram integros nas unidades
experimentais foram cuidadosamente retirados, lavados em agua estéril de forma
superficial, dispostos sobre fina camada de &gar-agua e incubados nas mesmas
condigdes anteriores para verificacdo do carater temporario ou permanente da inibicao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do programa

estatistico Sanest e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.6 Residuos vegetais sobre os esclerddios

Foram realizados dois ensaios em diferentes épocas e fontes de iluminacéo,
constituidos de seis tratamentos (residuos de ervilhaca, crotalaria, milheto, milho, niger,
e testemunha &gar-agua) e cinco repeti¢des, totalizando 30 unidades experimentais cada.
O primeiro ensaio foi conduzido no periodo de outubro (2018) a fevereiro (2019), e a
incubacéo foi realizada em camara BOD equipada com lampadas LED. A repeticéo foi
realizada entre fevereiro e maio (2019), sendo a incubacdo em BOD com iluminacao
fluorescente. Em ambos o0s ensaios, as condi¢Ges de temperatura e fotoperiodo foram
semelhantes, como descrito no item 3.5.4. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado.

O substrato agar-agua foi vertido nos gerboxes de modo a formar uma fina
camada, sobre o qual foram distribuidos 20 esclerodios de forma equidistante. Em
seguida, distribuiu-se os residuos vegetais em estudo sobre os esclerddios de modo a

obter uma camada de cerca de 0,5 cm.

3.7 Extratos vegetais diluidos em agua

O ensaio constou de seis tratamentos (cinco extratos vegetais e testemunha
agar-agua) e cinco repeticdes, totalizando 30 unidades experimentais. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado e o periodo de execucdo entre
outubro (2018) e fevereiro (2019).

Os extratos das plantas cultivadas ervilhaca, crotalaria, milheto, milho e
niger foram dissolvidos ao substrato concentrado de &gar-agua (250 mL + 250 mL),
separadamente, de modo a atingir uma concentracdo final de 8% em cada tratamento.
Em seguida, foram vertidos em caixas plasticas de gerbox, formando uma camada de
aproximadamente 4 mm. Em cada um dos gerboxes distribuiram-se 20 esclerddios de
forma equidistante. Por fim, acrescentou-se mais uma fina camada da solugéo de extrato

com agar-agua, visando a cobertura os esclerodios.

3.8 Influéncia da iluminagéo fluorescente e LED na germinacao carpogénica de S.
sclerotiorum
Para avaliacdo da germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum sobre as
diferentes fontes de iluminacéo, 20 esclerddios foram distribuidos de forma equidistante
em cada gerbox, sobre uma fina camada de agar-agua. O ensaio consistiu em dois

tratamentos (cdmara equipada com iluminacdo LED e fluorescente) e dez repeticoes,
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totalizando 20 unidades experimentais em delineamento inteiramente casualizado. As
avaliacOes foram realizadas semanalmente.

A quantidade de lampadas nas duas BODs eram iguais (quatro lampadas
LED T8 9W 6.500K, de marca Blumenau, emitindo 1.700 limens em escala 20.000;
quatro lampadas fluorescentes TB 20W 6.400K, de marca Ourolux, emitindo 1.100
limens em escala 20.000). Foi utilizado luximetro digital Lux meter para medicdo da

quantidade de limens emitidos por cada lampada.
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5. CONCLUSAO

Extratos aquosos de milho, milheto, crotaléria, ervilhaca e niger
apresentaram efeito supressor na germinagdo carpogénica dos esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum.

Residuos de milho, milheto, crotalaria e niger ndo impediram a formacao de
estruturas reprodutivas pelos esclerddios. Esclerddios submetidos a cobertura com
residuos de ervilhaca tiveram a germinacdo suprimida em todas as repeticdes,
independente do regime de iluminagdo empregado na incubacéo.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios avaliados indicam efeito da luz
fluorescente como fator fundamental no processo de diferenciacdo das estipes em

apotécios, devido a emissdo de raios ultravioletas.
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