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RESUMO

SILVA, Francimar, P. M., Universidade Federal da Grande Dourados, Fevereiro de 2007.
Germinagao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary sob efeito de diferentes

extratos e residuos de vegetais.

Palavras-Chave: Mofo branco, extratos e residuos.

Estudou-se o efeito de extratos etanolicos de e residuos de vegetais na germinagao
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Os extratos estudados foram obtidos
de arvores do cerrado, e de residuos de plantas cultivadas (milho, feijdo, aveia, milheto, trigo
e ervilhaca). A partir destes residuos foram obtidos extratos etandlicos os quais foram
posteriormente submetidos a particdo com diferentes solventes e avaliado o efeito das fases
obtidas. Em relacdo aos efeitos dos extratos das arvores, houve efeito supressor na
germinagdo carpogénica dos extratos etanolicos da periderme de Terminalia fagifolia das
sementes de Magonia pubecens. Extratos etanolicos da periderme de Tabebuia heptaplylla e
das fases hexanica e CH;CN/CHCIl; obtidas da particdo do extrato etanodlico do cerne de
Terminalia fagifolia tiveram efeito inibidor na germinacao carpogénica. Os residuos de aveia,
feijdo, ervilhaca e milheto distribuidos sobre os esclerdédios suprimiram a germinagao
carpogénica. Os extratos etandlicos de aveia e ervilhaca suprimiram a germinagao
carpogénica, enquanto de trigo, feijdo milho e milheto apenas retardaram a germinagdo
carpogénica. As fases obtidas da particdo dos extratos etandlicos de residuos de culturas,
independente do solvente utilizado na particdo, e do residuo cultural do qual foi extraido,
reduziram a germinagdo carpogénica. O pH dos extratos de aveia, ervilhaca e milheto ndo
tiveram influéncia no efeito supressor da germinacdo carpogénica. Niveis de pH inferiores a

5,0 estimularam germina¢ao miceliogénica.



1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ o agente causal da podridao de
esclerotinia ou mofo branco, tombamento e murcha em diversas plantas de importincia
econdmica (Bolton et al. 2006). Segundo Boland e Hall (1994) 75 familias, 278 géneros, 408
espécies e 42 subespécies ou variedades de plantas foram relatadas como hospedeiras deste
patogeno e dentre essas plantas, destacam-se o feijao (Phaseolus vulgaris L.) (BIANCHINI et
al. 2005), o girassol (Helianthus annuus L.) (LEITE, 2005), o algodao (Gossypium spp.)
(CHARCHAR et al. 1999) e a soja (Glycine max L.) (ALMEIDA et al. 2005). O patdgeno
sobrevive longos periodos no solo e afeta principalmente as raizes ¢ as hastes das plantas. As
partes mais altas das plantas podem eventualmente ser atacadas (LUMSDEN, 1979).

Na cultura do feijoeiro, 0 mofo branco ¢ uma doenca prevalente, principalmente, nos
cultivos do outono-inverno (CNPAF, 2004), assumindo maior importancia nos tltimos anos,
devido a expansdo de areas cultivadas sob irrigagdo via pivo central, nos Estados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Goias (PARISI, 2004). A condicdo de alta umidade associada a
temperaturas amenas, favorece o desenvolvimento do patdogeno (VIEIRA et al. 2001),
dificultando o controle do mofo branco (FERRAZ et al. 1999). Isto faz com que a doenga se
torne mais severa a cada ano, pelo aumento da densidade de inoculo do patdégeno no solo
(MENEZES, 1995).

Para o girassol S. sclerotiorum ¢ considerado o patdogeno mais importante em todas as
regides produtoras do mundo, causando podriddo branca de capitulo e haste, murcha de
esclerotinia e tombamento ou podriddes radiculares (LEITE, 2005). A importancia Da doenca
causada por este patdogeno ¢ dependente das condi¢des climaticas na época de semeadura, e
das caracteristicas genéticas dos cultivares. (LEITE, 1997). A podridao de capitulo foi um dos
fatores limitantes para a expansdo da cultura no Parand, no inicio da década de 80. A doenca
reduziu a produtividade em 73% (LEITE et al. 2000). A podriddo de capitulo resulta em
maiores perdas pois tem reflexo direto na produgdo, pela reducdo no numero de aquénios por
capitulo, na massa de aquénios e ainda na concentracdo e¢ qualidade do 6leo extraido. Perdas
indiretas ocorrem devido a contamina¢do de lotes de sementes esclerddios, cuja remogdo €

dificultada na operagdo de limpeza (MASIVERIC e GULYA, 1992).



Na cultura da soja a podridao de esclerotinia ¢ uma das doengas mais antigas e ainda
provoca perdas significativas na Regido Sul e nas regides altas do Cerrado. Além da reducao
do rendimento, a doenca ¢ importante por ocorrer nas principais regides produtoras de
semente. A fase mais vulneravel vai do estddio da floragdo plena ao inicio da formacao das
vagens, podendo, o patdgeno, infectar qualquer parte da planta (ALMEIDA et al. 2005).

Dentre as medidas de controle preventivas preconizadas para o mofo branco, destaca-
se a adocdo de um sistema de rotagdo de culturas com espécies nao hospedeiras. O controle
quimico s6 ¢ eficaz preventivamente e nem sempre viavel economicamente (CANTERI ef al.
1999).

O sistema de plantio direto ¢ uma alternativa para produgdo agricola na regiao central
do Brasil e caracteriza-se pelo cultivo em terreno coberto por palha, auséncia de preparo de
solo e adocdo de sistemas de rotacdo de culturas (HERNANI e SALTON, 1997). No entanto,
os efeitos de residuos culturais (palha) sobre a viabilidade de estruturas de resisténcia de
fungos fitopatogénicos, como S. sclerotiorum, sao pouco conhecidos. Resultados de pesquisas
preliminares, desenvolvidas na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Dourados
(SIMM et al. 2001), apontaram para efeito inibitorio de alguns residuos vegetais sobre a
germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum.

Na literatura, ha relatos de efeito de compostos produzidos por plantas superiores
como estimulantes de germinagdo de esporos de fungos, assim como estudos de atividade de
extratos de plantas, Oleos essenciais e metabodlitos secundarios isolados contra fungos
fitopatogénicos, incluindo Sclerotium rolfsii (CLARK, 1989) e Sclerotinia sclerotiorum
(SCHURT et al. 2006, MELLO et al. 2005, FRENCH, 1992; MULLER-RIEBAU et al. 1995,
ZAMBONELLI et al, 1996; CARTA et al. 1996, DAFERERA et al, 2000; PITAROKILI et
al. 2002 e 2003 e CARPINELLA et al. 2003).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de diferentes extratos e residuos de

vegetais na germinacao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia taxonomica de Sclerotinia sclerotiorum.

Sclerotiniaceae ¢ uma familia de fungos da ordem Helotiales, do filo Ascomycota e
inclui espécies que produzem ascos inoperculados em apotécios estipitados de coloragao
marrom, formados a partir de um estroma esclerocial. O desenvolvimento de um estroma
esclerocial com um agregado de hifas melanizadas ¢ a caracteristica comum a todos os
membros da familia Sclerotiniaceac (WHETZEL, 1945 citado por BOLTON et al. 2006).

Bolton ef al. (2006), numa extensa revisdo sobre a biologia e caracteristicas
moleculares de S. sclerotiorum. Em adi¢ao elaboraram uma relagao dos critérios taxonomicos
adotados desde a delimitacdo da familia Sclerotiniaceae por Whetzel em 1945 da familia
Sclerotiniaceae, e de critérios adicionais como caracteristicas de tecidos estéreis do apotécio e
do esclerodio, ontogenia esclerocial, histoquimica e ultraestrutrura de esclerddio,
caracteristicas bioquimicas e seqiiéncia de genes rRNA.

Atualmente 33 géneros sdo reconhecidos. A distribui¢dao de espécies dentro do género
tem sido revista varias vezes. O sistema de separacdo de espécies no género ¢ baseado no
tamanho do esclerddio,na associacdo com hospedeiro, tamanho de ascos e ascdsporos ou
analises de RFLP mitocondrial nuclear. Universalmente, trés espécies validas permanecem
em Sclerotinia sensu stricto: S. minor Jagger, S. trifoliorum Eriks, e S. sclerotiorum (Lib) de
Bary (KOHN et al. 1988 citados por BOLTON et al. 2006).

Sclerotinia sclerotiorum foi descrita pela primeira vez em 1837 como Peziza
sclerotiorum. Este bindmio permaneceu até que transferéncia para Sclerotinia e renomeada
Sclerotinia libertiana Fuckel (PURDY, 1979), sendo Peziza sclerotiorum Lib. e S. sclerotii
Fuckel considerados como sindnimos (WAKEFIELD, 1924, citado por BOLTON et al.
2006). Wakefield, em 1924, mostrou que S. /ibertiana estava em desacordo com o Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica. A transferéncia de espécie para outro género deveria
preservar o nome especifico original. Em 1924 Wakefield incorretamente relatou que a

combinacdo S. sclerotiorum fora primeiramente utilizada por G. E Massee em 1895,



resultando na citacao S. sclerotiorum (Lib) Massee. Purdy (1979) relata que De Bary usou o
nome em 1884. Portanto, o nome adequado e autoridade para o fungo deve ser Sclerotinia

sclerotiorum (Lib.) de Bary. (BOLTON et al. 2006).

2.2 Importancia de Sclerotinia sclerotiorum

O fungo S. sclerotiorum ¢ um patdégeno cosmopolita e muito agressivo, podendo
causar doengas em raizes, flores, vagens, sementes, hastes, madeira e frutos de diversas
espécies. Segundo Boland e Hall (1994) mais de 400 espécies de plantas sdo relatadas como
hospedeiras deste patdgeno, incluindo monocotiledoneas e dicotiledoneas.

A ocorréncia da doenga pode causar perdas significativas em culturas economicamente
importantes, tais como soja, feijao, girassol, verduras e hortalicas, havendo relatos de perdas
de 85% e até perdas totais em culturas de feijdo, onde o patdégeno causa a doenga conhecida
como mofo branco. Para a cultura da ervilha, representa grande perigo nas areas de cultivo
adensados e irrigados sob pivd central, provocando perdas de até 100% (STANGARLIN et al.
2005). Segundo Leite (2005), este fungo ¢ considerado o patégeno mais importante para o
girassol no mundo, ¢ esta distribuido em todas as regidoes produtoras.

O controle do patdégeno em diversas culturas tem sido dificil devido sua capacidade de
formar estruturas de resisténcia, que garantem sua sobrevivéncia por varios anos. Os
esclerddios sobrevivem no solo por 6 a 8 anos (BIANCHINI et al. 2005). Os esclerodios
presentes no solo em condi¢des favoraveis germinam e formam apotécios que produzem
grande quantidade de ascosporos, que sdo a fonte primaria de infeccao. Os ascosporos sao
disseminados pelo vento ou chuva e aderem-se aos tecidos vegetais, onde germinam e iniciam
o processo de infeccao.

O processo de infecgdo se da pela penetracdo na cuticula do hospedeiro e
desenvolvimento inter e intracelular e apos alguns dias, formagao de densa massa branca com
aspecto de algodao, logo se tornando pardacenta. Formam-se entdo os esclerddios - estruturas
de resisténcia medindo de 1 a 10 mm ou ainda maiores. Os tecidos vegetais infectados
apresentam inicialmente manchas aquosas que evoluem para uma podridao mole.

Segundo Abawi e Grogan (1979), em condic¢des de alta umidade relativa, um apotécio
maduro pode produzir até 2 x 10* ascésporos em algumas semanas, os quais sdo liberados

em temperaturas de 3 a 22°C, com maior intensidade entre 19 e 20°C. Os asc6sporos podem



ser levados pelo vento e infectar plantas a longas distancias da fonte produtora.
Temperaturas superiores a 25° C e umidade relativa abaixo de 35% sdo limitantes para a
sobrevivéncia dos ascosporos.

A formagdo de estrutura de resisténcia, o alto potencial epidemiologico, a ampla
diversidade de plantas hospedeiras desse patdégeno, limitam praticas de controle, como a
rotacdo de cultura e na maioria das situacdes nao ha disponibilidade de cultivares resistentes
e o controle quimico nem sempre ¢ eficiente ou economicamente vidvel (FERRAZ et al.

2003).

2.3 Esclerodio — Formacao e germinacgio

O desenvolvimento de doencgas infecciosas ¢ caracterizado pela ocorréncia de uma
série de eventos sucessivos e ordenados, que incluem sobrevivéncia, disseminagao, infecgao,
colonizagdo e reproducao do patogeno, sendo um processo ciclico designado de ciclo da
relagdo patdogeno-hospedeiro também chamado de ciclo da doenca (AGRIOS, 2005).
Naturalmente, o esclerédio ¢ formado durante a relagdo estabelecida entre a planta e o
patégeno, na ocorréncia da doenca, sendo posteriormente o principal responsavel pela

sobrevivéncia, disseminacao e reprodugdo do patdgeno.

2.3.1 Formacao do esclerodio

Muitos dos patogenos veiculados pelo solo desenvolveram uma estrutura
especializada de resisténcia bastante eficiente para sobreviver a condi¢des adversas de
ambiente. Trata-se dos esclerddios, agregados compactos de hifas somaticas formando
massas, em geral, arredondadas e de cor preta (AMORIM, 1995), que representam 90% do
ciclo de vida do patdégeno (KORA et al. 2003) e podem germinar pela producao de micélios
ou apotécios. (ABAWI E GROGAN, 1979).

O esclerodio se forma por anastomose de um grande nimero de hifas em uma
estrutura rigida e compacta, de formato variavel (LEITE, 2005). No processo de formacao trés
fases distintas foram caracterizadas por Townsend e Willetts (1954), citados por Bolton et al.

(2006). A iniciagdo caracterizada pelo crescimento aleatorio e agregacao de hifas resultando



em uma massa compacta e branca. Posteriormente ocorre o desenvolvimento pelo
crescimento das hifas, aumento da area de agregacdo e compactacao do agregado. A ultima
fase ¢ a maturacdo pela delimitacdo de superficie do agregado, deposi¢do de melanina nas
células da camada superficial, formando uma camada protetora e a consolidacdo interna da
massa micelial. Os estagios de formacao sdo acompanhados por diferenciagdo morfoldgica e
bioquimica. A iniciacdo e maturagdo sdo afetadas por numerosos fatores tais como
fotoperiodo, temperatura, concentracdo de oxigénio, fatores mecanicos e nutrientes (HAREL
et al. 2005). A medula é composta por carbohidratos, f-glucanos primarios e proteinas (LE
TOURNEAU, 1979). A melanina, superficie externa do esclerodio tem a fun¢do de prote¢ao
em condi¢cdes ambientais adversas e ainda de prote¢ao contra a degradacao microbioldgica.
(BELL E WHEELER, 1986; HENSON ef al. 1999 citados por BOLTON et al. 2006). O
esclerddio maduro ¢ recoberto por uma superficie pigmentada e no interior encontra-se uma
medula de tecido parcialmente embebida em uma matriz gelatinosa, que fornece os nutrientes
para a germinacao.

Fatores ambientais e nutricionais que influenciam a formagao de esclerodios (CHET e
HENIS, 1975; LE TOURNEAU, 1979; WILLETTS e BULLOCK, 1992; WILLETTS e
WONG, 1980 citados por BOLTON et al. 2006). Esclerodios sdo produzidos apos
crescimento micelial, encontrados em ambientes com nutrientes limitados (CHRISTIAS e
LOCKWOOD, 1973 citados por BOLTON et al. 2006). Em condi¢des artificiais de produgao,
o pH do meio de cultura tem mostrado significativa influéncia no desenvolvimento de
esclerodios, em meio neutro ou alcalino, a formagao de esclerddios € inibida (ROLLINS e
DICKMAN, 2001, citado por HAREL et al. 2005). O pH de maneira geral tem papel
complexo no ciclo de vida do patdégeno, pHs acidos sdo necessarios para crescimento,
viruléncia e producdo de esclerodios. Ha hipoteses de que mutantes de S. sclerotiorum
incapazes de formar acido oxalico, também sdo incapazes de formar esclerddios in vitro e
perdem sua capacidade fitopatogénica (DICKMAN e MITRA, 1992; GODOY et al. 1990
citados por BOLTON et al. 2006) e uma vez perdida essa capacidade ela ndo ¢ recuperada,
mesmo com o fornecimento de condi¢des favordveis de pH (ROLLINS e DICKMAN, 2001
citado por HAREL et al. 2005).

Os esclerddios sao pretos e irregulares, normalmente medindo de 2-15 x 2-30 mm,
(BIANCHINI, et al. 2005); porém, o tamanho dos esclerédios pode variar drasticamente,

dependendo do hospedeiro. No girassol, por exemplo, um esclerodio pode ocupar toda a area



do botao floral, formando uma camada de até¢ 1 cm de espessura e exceder 35 cm no diametro,
enquanto no feijao normalmente formam-se esclerddios que variam de 2-10 milimetros no
diametro. A consisténcia varia de acordo com o estadio de maturacao (PHILIPS, 1987).

Os componentes quimicos majoritarios em esclerédios de S. sclerotiorum foram
identificados como ergosterol e peroxido de ergosterol, além de triglicerideos e acidos graxos.
(Garcez et al., 2005). Embora de ampla ocorréncia na natureza, a obtencao dos constituintes

esteroidais de S. sclerotiorum ainda ndo havia sido relatada na literatura.

2.3.2 Germinacao do esclerodio

Os esclerodios germinam miceliogenicamente pela emissdo de micélio ou
carpogenicamente, com a formagdo de apotécios (ABAWI e GROGAN, 1979). De maneira
geral, para ambos os tipos de germinacgao, a infec¢do pode ocorrer pelos tecidos sadios através
da entrada por aberturas naturais. A penetracdo, entretanto ¢ dependente da presenca de
nutrientes exogenos ¢ de um filme de dgua. Tecidos senescentes ou tecidos necrosados
fornecem os nutrientes necessarios para iniciar a germinagao e infecgao.

Na germinagdo miceliogénica, o esclerodio produz massas hifas hialinas
multicelulares, brancas ou marrons, capazes de penetrar diretamente pela cuticula do
hospedeiro, enzimaticamente ou mecanicamente (KORA et al. 2003). Pode também ocorrer
infeccdo pelo estomato, onde o acido oxélico produzido pelo fungo durante a infec¢do ¢
envolvido no desarranjo das células guardas estimulando a abertura do estomato e facilitando
a entrada das hifas. A germinacao miceliogénica pode resultar em infec¢des que sdo incapazes
de causar doenga em plantas localizadas a mais do que 2 cm da origem da infecgdo.
Normalmente a germinacdo miceliogénica causa podridao basal de haste e tombamento, cuja
infecgdes sao iniciadas na superficie do solo (HUANG e KOKO, 1992 citados por DILLARD
et al. 1995).

2.3.2.1 Germinac¢ao carpogénica

A germinagdo carpogénica, a mais comum, se da pela emissdo de estipes em numero
variavel de 1 a 25 por esclerddio, ramificadas ou ndo, com apotécios formados em sua

extremidade (REIS, 1975). O apotécio desenvolve-se a partir de pequenos nucleos de hifas



localizados dentro do esclerddio, inicialmente denominados primoérdios e posteriormente
estipes. Os primoérdios sao formados principalmente no cortex dos esclerodios, porém alguns
podem se desenvolver no interior da medula; depois de formados, crescem rapidamente e os
estipes tornam-se visiveis através de uma saliéncia formada sobre a superficie do esclerodio.
Posteriormente, ocorre a ruptura da camada superficial de melanina com emissao dos estipes.
Embora muitos primoérdios sejam formados, apenas alguns formam apotécios (SAITO, 1973,
citado por PHILLIPS, 1987).

Na parte superior do apotécio situa-se uma camada himenial com ascos e muitas
parafises, onde sdo formados os ascosporos em numero de oito por asco, que sdo ejetados
para o exterior dos apotécios, (MASIREVIC e GULYA 1992) sendo entao disseminados pelo
vento (REIS, 1975). Cada apotécio pode produzir até 2 x 10° ascosporos, por periodos
continuos de até 10 dias.

Os ascos sdo cilindricos, medindo de 7 a 10 pm de diametro por 112 a 156 um de
comprimento. Os ascosporos sao elipsoides, hialinos, com dimensdes de 4-6 x 9-14 um
(CARDOSO et al. 2005). Os ascosporos sao providos de uma mucilagem que facilita a
fixacdo no tecido vegetal. Eles dependendo das condigdes ambientais e necessitam entre 48 e
72 horas de umidade continua para a ocorréncia da infec¢ao (LUMSDEN, 1979).

Ascosporos sao responsaveis pelas infecgdes na parte aérea das plantas, especialmente
em inflorescéncias (HUANG e KOKO, 1992 citados por DILLARD ef al. 1995).

Muitos desses esporos podem infectar ou serem depositados no campo no qual foram
produzidos; entretanto muitos podem ser levados a longas distancias em correntes de ar. Alta
umidade relativa e alta incidéncia de radiagao ultravioleta sdo nocivas a sua sobrevivéncia.

Sclerotinia sclerotiorum, por se tratar de um fungo homotalico, ¢ considerado
autofértil, uma vez que ascosporos provenientes de um Unico esclerédio sdo capazes de

formar novos esclerodios e apotécios (PHILLIPS, 1987).

2.3.2.2 Fatores que afetam a germinacio carpogénica

Muitos fatores, exdgenos ¢ endogenos podem afetar a germinagdo carpogénica dos
esclerddios, por isso pesquisas t€ém sido conduzidas principalmente sobre a interagcdo entre a

producdo de apotécios e fatores ambientais, incluindo clima e o sistema solo.



A luz, temperatura ¢ umidade sdo consideradas os fatores mais importantes para a
germinagdo carpogénica (SUN & YANG, 2000). Le Torneau (1979), inclui a maturagdo, que
estd associada a mudancgas, ao nivel celular e a mobilizagdo e deposicdo de materiais de
origem organica e inorganica nos esclerddios. Saito (1978), citado por Abawi e Grogan
(1979), sugeriu o termo “maturagdo funcional” para indicar a série de mudangas necessarias
para que os esclerédios sejam capazes de produzir apotécios. Quando esclerodios sao
incubados sob condi¢des adequadas para a germinacdo carpogénica, esta pode ser retardada,
periodo que pode variar de 13 a 208 dias (WILLETS e WONG, 1980 citados por PHILLIPS,
1987).

Para que a germinagdo carpogénica ocorra, os esclerddios precisam de condig¢des
ambientais favoraveis, ter luz suficiente e temperatura adequada (PHILLIPS, 1987) entre
outros fatores, caso contrario, sd ocorre a germinag¢ao miceliogénica.

Diversas amplitudes de temperatura favoraveis a germinagdo carpogénica tém sido
relatadas na literatura. De maneira geral, as temperaturas estdo compreendidas entre 10 e
25°C, devido a essas variagdes, tem sido sugerido que a temperatura na qual os esclerddios
sdo formados pode afetar sua habilidade de produzir apotécios, ainda que haja diferencas no
comportamento entre ragas e estirpes do patogeno de diferentes regides. E possivel que ragas
e estirpes do patdgeno que requerem temperaturas maiores para produzir apotécios tenham
sido selecionadas naturalmente em regides de clima quente. A temperatura também apresenta
efeitos sobre a liberacao dos ascosporos, os quais sdo liberados na faixa de temperatura de 4 a
32° C; porém, com temperatura de 32°C, a liberagdo s6 ocorre nas primeiras quatro horas.
Apotécios mantidos por 24 horas a 32°C perderam a capacidade de liberar esporos mesmo
quando retornaram a temperatura de 22°C (PHILLIPS, 1987).

O teor de umidade do solo ¢ o principal fator que determina a germinagao carpogénica
e ¢ por isso que ndo se observa producdo de apotécios antes da cobertura do solo pelo
fechamento da cultura. A doenca estd sempre associada a eventos de irrigagdo ou periodos
chuvosos. E necessario 4gua livre ou potencial osmético de aproximadamente 0 KPa para que
a formagdo de apotécios possa acontecer. Apotécios sdo produzidos apenas em solos
saturados e preferencialmente em locais umidos protegidos por folhagens ou residuos de
vegetais. Estresse osmotico, mesmo leve, inibe a germinacdo carpogénica (ABAWI e
GROGAN, 1975 citados por PHILLIPS, 1987). Ferraz et al. (1999), estudando o efeito de

alguns fatores ambientais sobre a germinagao carpogénica relataram que em tratamentos sem
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umidade, nao foram observados apotécios no outono e o numero de apotécios foi
significativamente menor no inverno do que em outro tratamento.

Existem contradicdes a respeito do efeito da luz sobre a formagdo de apotécios
(PHILLIPS,1987). A maioria dos autores assume que a luz ndo tem efeito nos estagios iniciais
da germinagdo carpogénica em S. sclerotiorum, entretanto, alguns autores sugerem que a luz
pode afetar a iniciacdo da germinagdo. Bedi (1958) citado por Phillips (1987), observou que a
formacdo de apotécios foi acelerada apds a exposicao a luz ultravioleta por uma hora, antes da
incubacdo. Le Torneau (1979) relatou a fotossensibilidade de alguns estipes, através do
crescimento voltado para dire¢do da fonte de luz. Sun e Yang (2000) estudaram o efeito da
luminosidade sobre a germinacao carpogénica e concluiram que esclerddios submetidos a alta
intensidade luminosa desenvolveram apotécios em poucos dias, ao contrario, varias semanas
foram necessarias para a germinacdo destes esclerodios quando a intensidade luminosa foi
baixa.

Outro fator que influencia a germinagao dos esclerddios € a presenga ou nao de fontes
externas de nutrientes no ambiente. Carboidratos tais como glucose, manitol e sacarose
podem inibir a germinagdo carpogénica, mas ndo a miceliogénica. A germinagao carpogénica
nao ¢ dependente de fontes exdgenas de nutrientes (LE TORNEAU, 1979).

Em condig¢des naturais, a germinagao ¢ afetada pela profundidade na qual o esclerodio
se encontra e dois fatores estdo provavelmente envolvidos, a aera¢do e a umidade. Adequado
suprimento de oxigénio ¢ necessdrio para a formagdo de apotécios, nas camadas mais
profundas do solo os niveis de oxigénio decrescem e conseqlientemente a germinagao pode
ser afetada negativamente (PHILLIPS, 1987).

Poucas informagdes sdo encontradas a respeito do efeito do pH sobre a germinacao
carpogénica. Bedi (1963) citado por Phillips (1987), considera 6timo o pH situado entre 6 e
9,7, enquanto que Kruger (1976) citado por Phillips (1987), relatou que o nimero de
apotécios formados aumentou em pHs alcalinos e ao contrario, foi reduzido em pHs abaixo
de 5,5. Litkei e Voros (1984) relataram que o pH 6timo para a germinagdo de apotécios era
até oito, enquanto que em menores niveis de pH, apenas micélio foi formado.

Vérios compostos podem inibir a germinagdo, tais como ions metais divalentes,
acgucares simples, solugdes tampdo e alguns fungicidas e herbicidas (PHILLIPHS, 1987).
Outros podem também estimular, mesmo alguns fungicidas, tais como vinclozolin e

herbicidas como trifluralin, pendimethalin, metribuzin, simazine e atrazine (RADKE, 1986 ).
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A supressao de S. sclerotiorum na cultura da soja, pelo tratamento com o herbicida
lactofen foi detectada por Dann ef al. (1999). Em locais cuja incidéncia da doenca foi alta,
sendo a severidade da doenga reduzida 40 a 60% em compara¢do com o tratamento controle.
Segundo o autor, ¢ improvavel que o efeito tenha sido sobre o fungo diretamente, uma vez
que o herbicida é rapidamente degradado em ambientes aerdbicos, na planta tem pouca
translocacdo e em 24 dias ¢ metabolizado para compostos biologicamente inativos. O efeito
deve-se provavelmente a uma resposta inicial similar a reacdo de hipersensibilidade, pois o
herbicida inibe a enzima protox, envolvida na biossintese de clorofila na rota fotossintética,
resultando no acimulo de gliocelinas no tecido da planta, efeito esse que teve associagdo com
a reducao da severidade da doenca.

Compostos produzidos por plantas superiores também podem atuar como estimulantes
de germinacdo de esporos de fungos. Ha estudos mostrando a atividade de extratos de plantas,
oleos essenciais e metabolitos secundarios isolados contra fungos fitopatogénicos, incluindo
entre outros patogenos, S. sclerotiorum (FRENCH, 1992; MULLER-RIEBAU et al. 1995,
ZAMBONELLI et al, 1996; CARTA et al. 1996, DAFERERA et al, 2000; PITAROKILI et
al. 2002 e 2003; CARPINELLA et al. 2003). A toxicidade apresentada pelos 6leos essenciais
sobre alguns microrganismos, pode ser devida a alta complexidade de sua composi¢do
quimica. A reunido de varios componentes na composicao de o0leos essenciais pode atuar em
sinergismo e apresentar uma ampla gama de atuacdo fungicida ou fungistatica. Trabalhos
desenvolvidos com extrato bruto ou 6leos essenciais, obtidos de plantas medicinais da flora
nativa, tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatdgenos, tanto por sua acao
fungitoxica direta inibindo o crescimento micelial e a esporulagdo quanto pela inducao de
fitoalexinas (COOK e BAKER, 1983). Fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios,
antimicrobianos, de baixo peso molecular produzido pelas plantas em resposta a estresses
fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes
patogénicos (PURKAYASTHA, 1995).

Ferraz et al. (1999) demonstraram ser possivel reduzir a emissdo de apotécios com a
cobertura do solo com material palhoso. Em sistema de plantio direto, o nimero de apotécios
também foi reduzido quando foi mantida camada de palhada picada de milho e trigo
(GRACIA-GARZA e BOLAND, 1998).

A utilizagdo de palhada de gramineas, como braquidrias, B. brizantha e B. ruzisiensis,

arroz, trigo e aveia, com 3 cm a 5 cm de espessura sobre o solo, pode reduzir a germinacgao de



12

esclerddios e conseqiiente formacao de apotécios, mesmo em solos ricos em matéria organica.
A cobertura morta do solo, associada ao plantio direto, além de incrementar populagdes de
microrganismos que atacam os esclerddios no solo, serve de barreira fisica ao lancamento de
esporos a partir dos apotécios (LOBO JUNIOR, 2005).

Em ensaios laboratoriais Simm et al. (2001) observaram maior producio de apotécios
na testemunha agar-agua e no tratamento com cobertura de residuos de milho como cobertura,
apds 50 dias de incubagdo. Neste mesmo trabalho foi observada inibicdo da germinacdo
carpogénica por residuos de aveia.

Melo et al. (2004), em ensaios laboratoriais, num estudo sobre o efeito de residuos de
culturas sobre a germinagao carpogénica, encontrararam maiores porcentagens de germinagao
carpogénica em esclerddios cobertos com residuos da cultura do milho, seguidos de
esclerodios cobertos com residuos de aveia+ervilhaca peluda+nabo. Esclerodios cobertos com
restos culturais de um sistema envolvendo a cultura do trigo e outro com residuos de nabo
tiveram porcentagens de germinagdo inferiores. Em relagdo a formacao de apotécios por
esclerddio, restos culturais de milho, de nabo e um sistema envolvendo aveia resultaram em
numero superior de apotécios em relagao ao tratamento cobertura com solo.

Pesquisas sobre a atividade fungitoxica de extratos de vegetais na germinacao
carpogénica tém sido realizadas e resultados promissores tém sido relatados. Stefanello et al.
(2006), estudando o efeito de extratos de arvores do cerrado encontrou efeito supressor na
germinagdo carpogénica de extratos de Tabebuia heptaphylla e Combretum laxum. Gavassoni
et al. (20006), investigando o efeito de extratos de plantas cultivadas, encontraram menor
germinacgdo de esclerddios tratados com extratos a base de aveia, trigo, ervilhaca e feijao em
relacdo aos tratados com extrato de milho e testemunha, que foram estatisticamente iguais.
Kulczynski e Radonnski (2004), em ensaios no laboratorio, estudaram a atividade fungitoxica
de extratos aquosos e alcdlicos de plantas medicinais e encontraram efeito do extrato aquoso
de camomila sobre o desenvolvimento do fungo. Sharma e Basandrai (1997) obtiveram
inibi¢do de viabilidade de esclerddios de S. sclerotiorum isolados de ervilha, grao de bico,
couve-flor e rabanete, com extratos foliares crus de nim (Azadirachta indica), Lantana
camara ¢ Cannabis sativa, sendo o primeiro mais eficiente na redugdo da germinagio.
Chattopadhyay et al. (2002) controlou S. sclerotiorum com extrato de alho (1 %) em

experimentos no laboratdrio.
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Schwingel (2006) em ensaios laboratoriais encontrou efeito supressor na germinagao
carpogénica de esclerodios cobertos com residuos de Brachiaria sp. nos 50 dias iniciais da
conducdo do ensaio e 57, 64 e 72 dias apds a retirada dos residuos de varias espécies
avaliadas. Brachiaria brizantha cv. Xaraés, B. brizantha cv. Marandu, B. brizantha cv.
Liberdad, B. ruziziensis, B. dictioneura ¢ B. decumbens reduziram significativamente a
porcentagem de germinacao dos esclerodios, e dentre essas espécies B. decumbens suprimiu a
germinacdo em 100% dos esclerodios seguida de B. dictioneura e B. brizantha cv. La
Liberdad com 84% e 72%, respectivamente.

Mello et al. (2005), em estudos com produtos alternativos para inibicdo de S.
sclerotiorum detectou a inibicdo do crescimento micelial e na produgdo de esclerdédios nos
tratamentos com composto organico comercial com concentragdo de 30% e Nim concentrado
a 0,5%.

Alguns pesquisadores estudaram a producao de apotécios de esclerodios de diferentes
origens. Ferraz e Café Filho (1998) observaram que os esclerodios provenientes do solo
produziram maior nimero de apotécios, enquanto que os esclerddios mais jovens formados in
vitro e na planta tenderam a germinar carpogenicamente em maior nimero, mas com menor
numero de apotécios por esclerodio. Os esclerddios mais jovens incrementam a germinagao
carpogénica com o tempo, provavelmente devido a processos de maturagcdo do esclerddio e
por estarem inicialmente livres de contaminantes.

O tipo de solo também pode influenciar na germinagao carpogénica de esclerddios de
S. sclerotiorum. Costa e Costa (2006) estudaram a influéncia do solo e de substratos para
producdo de esclerodios na germinagdo carpogénica e concluiram que o tipo de solo
influencia na produ¢do de apotécios, ainda que solo ndo cultivado apresente caracteristicas
supressivas evidenciadas pelo atraso na emissdo estipes e formagdo mais lenta dos apotécios.
Observaram também uma reducdo do numero de estipes e apotécios, em relagdo ao solo
cultivado.

Micoparasitas que sobrevivem no solo produzem metabolitos antifiingicos e exercem
um grande papel no antagonismo entre microrganismos. Dentre os fungos que possuem
informagdo genética para a produc¢dao de substincias inibidoras, destacam-se os géneros
Trichoderma e Penicillium, porém, a producao de metabdlitos por antagonistas no solo ndo ¢

bem esclarecida, e baseia-se grandemente em suposi¢des (LOBO JUNIOR e ABREU, 2000).
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Entre os efeitos provocados pelas substancias inibidoras, pode ser observada a reducao
ou paralisagdo do crescimento e esporulacdao, reducdo na germinagdo de esporos, além de
distor¢cdes na hifa e endolise (Campbell, 1989 citado por Lobo Junior e Abreu, 2000).
Coniothyrium minitans Campbell ¢ um fungo necrotréfico com distribuicdo em todo o mundo
e tem sido utilizado no controle de S. sclerotiorum em baixos niveis de doenga. Este
micoparasita tem a capacidade de parasitar os esclerddios e reduzir a producao de apotécios,
diminuindo o nivel de doencga. Seu crescimento ocorre lentamente através dos esclerodios e na
superficie deles sdo produzidos os picnidios (CASSIOLATO, 1998).

Quanto as praticas culturais como a rotagdo de cultura que é recomendada como
medida para controle do mofo-branco, o uso de residuos de braquiaria tem-se apresentado
como uma das principais ferramentas no controle desta doenca pela redu¢do do potencial de
indculo.

Costa (2003) estudando a influéncia da braquiaria e do plantio direto no manejo de
doengas do feijoeiro observou a presenca de palhadas densas de sistema de plantio direto
podem ser utilizadas como barreira fisica para a germinacdo dos apotécios, o que causa
reducdo do inéculo e aumenta a eficiéncia de controle quimico do mofo-branco.

Resultados obtidos por Costa (2003) indicaram que a densidade de inoculo no solo
limita a eficiéncia de fungicidas no controle do mofo-branco, em solos contendo diferentes
densidades de indculo do fungo no solo, o controle adequado da doenca sé foi obtido nas
areas com menos de 19 esclerodios por m* de solo, j4 naquelas com mais de 27 esclerodios
por m?, os fungicidas foram ineficientes no controle.

Ensaios posteriores conduzidos pelo mesmo pesquisador demonstraram que palhada
de milheto e Brachiaria brizantha foram eficientes em permitir a redu¢do do potencial de
in6culo aflorando a superficie do solo e conseqiientemente, permitiram a redu¢do no nimero

de pulverizagdes e assim maior eficiéncia no controle da doenga foi alcangado.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenciao e manutencao de isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Os isolados do fungo S. sclerotiorum, utilizados nos ensaios, foram obtidos em areas
naturalmente infestadas nos municipios de Navirai, Itapord e Ponta-Pord (Fazenda Agro-
pastoril Jotabasso) e de areas experimentais da Fazenda Experimental de Ciéncias Agrarias
(FAECA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), doravante denominados
respectivamente, isolados Navirai, Itapora, Jotabasso e NCA. Esclerddios dos isolados foram
removidos de plantas de feijdo e girassol infectadas e armazenados em refrigerador a 5°C.
Posteriormente, foram desinfestados superficialmente pela imersdao por 1 minuto em solug¢ao
de hipoclorito de sodio a 2% e plaqueados em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA).
Apos germinacao miceliogénica, discos de micélio foram transferidos para tubos de ensaio
contendo BDA inclinado. Apos o crescimento micelial ter coberto toda a superficie do meio,
os tubos foram lacrados e armazenados em refrigerador a 5°C para manutencao dos isolados.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia da

Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD.

3.2 Producio de esclerddios de S. sclerotiorum

Para a produgdo de esclerodios, discos miceliais de aproximadamente 2 mm foram
repicados em placas de Petri contendo BDA. Posteriormente, foram vedadas com filme-
plastico e incubadas. Uma semana depois, o patdgeno foi repicado para erlenmeyers
contendo uma camada de aproximadamente 20 mm de discos de cenoura previamente
autoclavados a 120°C/1atm/20' e incubados a 25°C, sob escuro pleno por quatro semanas,
para formagdo de esclerodios. Apos este periodo, os esclerddios foram coletados utilizando-
se peneira de 40 “mesh” (abertura de 0,42 mm) e lavados em agua corrente. Os esclerddios
foram depositados em placas de Petri, forradas com papel absorvente esterilizado para
remogdao do excesso de umidade e postos a secar a temperatura ambiente. Secos, 0s

esclerddios foram identificados e armazenados a 5°C.
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3.3 Obtencao de extratos vegetais

A coleta das plantas e o preparo dos extratos foram feitos pela equipe do Laboratdrio
de Pesquisa 1 (LP-1) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) em Campo Grande-MS, liderada pelos professores Walmir e Fernanda
Garcez.

Foram coletadas plantas de familias que tém sido estudadas pela equipe de pesquisa,
particularmente de Meliaceae, Bignoniaceae, Rubiaceae, Lauraceae ¢ Combretaceae, por se
constituirem em grupos de plantas das quais tém sido obtidos compostos bioativos
(Quadrol).

De cada espécie coletada, foi preparada uma exsicata, feita a identificagdo botanica,
sendo a exsicata depositada no Herbario da UFMS.

Os materiais vegetais coletados foram secos a sombra sob temperatura ambiente.
Posteriormente, foram moidos em moinho elétrico, para obten¢cdo de pd. Os extratos em
etanol foram obtidos através da extracdo do p6 de cada espécie vegetal (200g) em etanol a
frio (percolagdo), por um periodo de cinco dias, apds o qual foi filtrado em papel e o solvente

evaporado sob baixa pressao.

3.4 Preparo dos residuos vegetais

Os residuos culturais estudados (milho, feijdo, aveia, trigo, ervilhaca e milheto) foram
coletados nas areas experimentais da Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (antigo Nucleo de Ciéncias Agrarias - NCA). Os residuos culturais foram
desidratados a 55°/C 48 h em estufa com circulacdo de ar. Apds a moagem em moinho

eletrico, os residuos foram mantidos em Freezer a "15°C até ser utilizado.

3.5 Extratos de residuos vegetais

3.5.1 Extratos etanolicos de residuos vegetais

Para avaliar o efeito de extratos de espécies vegetais cultivadas, foram coletados

residuos culturais de milho, feijdo, aveia, trigo, ervilhaca e milheto nas areas experimentais da

Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias. Os residuos culturais foram
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desidratados por 48 h em estufa com circulagdo de ar e temperatura ajustada para 55°C e
moidos em moinho elétrico. Esse material foi levado ao Laboratério de Quimica da UFMS de
Campo Grande, onde foi extraido com etanol, a frio. O extrato etandlico foi concentrado sob

pressao reduzida, até consisténcia pastosa ou xaroposa.

3.5.2 Particdo dos extratos etanolicos obtidos dos residuos vegetais

Os extratos etanolicos avaliados descritos no item 3.6.1 foram encaminhados ao
Laboratorio LP-1 (Departamento de Quimica da UFMS), em Campo Grande, onde foram
realizadas particdes em funil de separacdo com diferentes solventes, sendo obtidas as fases
correspondentes, de acordo com o seguinte procedimento:

Os extratos etandlicos foram re-dissolvidos em metanol-dgua (9:1) e submetidos a
particdo em funil de separacdo, primeiramente com hexano, obtendo-se assim a fase hexanica.
Em seguida, acrescentou-se agua a fase hidrometandlica até se obter uma solucdo contendo
metanol-agua (1:1). Esta solu¢do foi novamente submetida a uma particdo em funil de
separagdo com diclorometano (CH, Cl,) e depois, com acetato de etila (Ac OEt). Desta
maneira, foram obtidas as fases hexanica, CH, Cl,, Ac OEt e hidrometanolica (metanol-dgua

1:1).

3.6 Procedimentos padronizados

Neste item serdo descritos todos os procedimentos que foram comuns a todos os

ensaios realizados neste estudo.

3.6.1 Desinfestacio dos esclerodios

Este procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. A desinfestacdo
superficial dos esclerddios foi feita pela imersdo em solug@o de hipoclorito de sodio a 2% por
um minuto, ¢ em seguida em agua estéril, também por um minuto. Posteriormente, os

esclerodios foram postos a secar em placas de Petri forradas com papel filtro esterilizado.
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3.6.2 Substrato agar-agua

Em todos os ensaios foram utilizados gerboxes. Em cada gerbox foi vertido volume de
agar-agua fundente suficiente para formar uma camada de 4 mm cobrindo todo o fundo do
recipiente. O substrato agar-agua, na concentracdo 1,7%, havia sido previamente esterilizado
em autoclave a 120°C/1atm/20'".

3.6.3 Distribuicao dos esclerdédios

Vinte esclerddios foram distribuidos com eqiiidistancia em cada gerbox, com o uso de
papel milimetrado (11x11 c¢cm) marcado, colocado sob o gerbox. Quando o experimento se
tratava de extratos de vegetais, apos a distribuicdo dos esclerodios, uma camada de dgar-agua
foi vertida sobre os esclerédios para evitar o rolamento acidental. Nos ensaios que
envolveram residuos culturais, o procedimento de recobrir os esclerddios ndo foi realizado.

Depois que os tratamentos haviam sido aplicados, os gerboxes eram identificados e

vedados com filme pléstico.

3.6.4 Incubacio

Os gerboxes foram incubados em camara com ajuste de temperatura (°C) e
fotoperiodo. Os gerboxes foram mantidos em temperatura de 18°C e fotoperiodo de 12 horas

luz/12 horas escuro.

3.6.5 Delineamento experimental, avaliacio e analise de dados

Em todos os ensaios conduzidos neste estudo, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, € o nimero de tratamento variando para cada
ensaio. Cada unidade experimental foi constituida por uma caixa plastica tipo “gerbox”
(11x11x3,2cm) contendo 20 esclerddios cada.

As avaliagdes tiveram inicio a partir da verificagdo de formacao de estipes e apotécios
no tratamento testemunha.

As coletas dos dados foram realizadas mediante contagem das estruturas (estipe e

apotécios) em cada esclerédio, com a utilizagdo de contador manual de mesa. Foram
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registrados o numero total de estipes e apotécios, numero total de apotécios e calculado o
numero de apotécios por esclerodio e a porcentagem de germinacao carpogénica.

As avaliagdes foram encerradas quando foi observado que a germinacdo dos
esclerodios estabilizou-se. Ao final das avaliagdes, nos ensaios em que houve a inibi¢do ou
reducdo da germinagao carpogénica dos esclerddios, aqueles esclerédios que ndo germinaram
e que apresentavam bom estado de conservagdo (sem contaminantes € com consisténcia
firme) foram lavados por trés vezes em agua esterilizada e transferidos para gerbox contendo
agar-agua e incubados, para verificar o carater temporario ou permanente, da inibigao.

Os dados de porcentagem de germinagdo carpogénica foram transformados em Arco
seno da raiz quadrada de (Y+1)/100, e os demais em raiz quadrada de (Y+1) para a analise de

variancia e os testes de média LSD de Fischer. Foi utilizado o programa estatistico SAS.

3.7 Avaliacao do efeito dos extratos vegetais de plantas do cerrado sobre a germinacao

carpogénica de S. sclerotiorum

3.7.1 Extratos vegetais dissolvidos em dimetilsufoxido

O experimento constou de 12 tratamentos, sendo 10 de extratos etanolicos de vegetais
mostrados no Quadro 1 e os tratamentos testemunha  4gar-dgua e 4gar-dgua +
dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%.

Cada extrato etanolico do vegetal foi previamente dissolvido em DMSO na propor¢ao
0,5g de extrato e 9,5 ml do solvente. Procedeu-se entdo a agitagdo em agitador elétrico até a
dissolu¢do completa do extrato. A solucdo do extrato vegetal foi adicionada a 490 mL de
solugdo de agar-adgua, resultando em concentra¢do final com 1,9% de DMSO, 0,1% de
extrato e 1,7% de agar. Os extratos dissolvidos foram vertidos em gerbox. Apos solidificagao
da solugdo, os esclerodios foram distribuidos ¢ entdo novamente vertida a solugao fundente e
resfriada correspondente ao mesmo tratamento, a fim de recobrir os esclerodios para evitar o

rolamento superficial. Os gerboxes foram vedados e incubados na camara incubadora.
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Quadro 1. Classificagdo botanica e parte* da planta da qual foi obtido o extrato etandlico e

data de coleta. Dourados/2007.

Familia Nome cientifico Parte da planta usada  Local e Data da coleta
Bignoniaceae Tabebuia heptaphylla Periderme Corumba /Margo 2001
Bignoniaceae Tabebuia caraiba Folhas Campo Grande/Margo 2002
Bignoniaceae Tabebuia caraiba Periderme Campo Grande/Margo 2004
Combretaceae Combretum laxum Folhas Corumba/Outubro 2004
Combretaceae Combretum laxum Galhos Corumba /Outubro 2004
Lauraceae Ocotea minarum Frutos inteiros Campo Grande/ Dezembro 2004
Lauraceae Ocotea minarum Periderme Campo Grande/ Dezembro 2001
Lauraceae Ocotea minarum Cerne Campo Grande/ Dezembro 2001
Lauraceae Ocotea suaveolens Folhas Corumba /Outubro 2004
Sapindaceae Magonia pubescens Sementes Campo Grande/Agosto 2004

“Informagdes cedidas pela prof*. Dr* Fernanda Garcez.

3.7.2 Extratos vegetais dissolvidos em agua

Foram avaliados os extratos vegetais das espécies relacionadas no Quadro 2. Os

extratos etanolicos foram obtidos junto ao Laboratorio de Quimica da UFMS, conforme

descrito no item 3.4.1. O ensaio constou de sete tratamentos (seis extratos vegetais e

testemunha agar-dgua). Os extratos vegetais foram dissolvidos em tubos de ensaio, com dgua

estéril, na propor¢do de 0,5 g de extrato ¢ 9,5 mL de agua estéril. Para melhor dissolucdo, os

tubos foram colocados em banho-maria durante 20 minutos em temperatura de 53°C e

posteriormente, agitados em agitador elétrico até a dissolucdo do extrato. Os extratos

vegetais, acrescidos de 490 mL de solugdo agar na proporcdo de 1,7% foram transferidos

para gerbox, formando uma camada de aproximadamente 4 mm, e em cada uma dessas

caixas plasticas foram distribuidos eqiiidistantes vinte esclerodios. Posteriormente verteu-se

sobre os esclerddios volume de dgar-agua suficiente para cobri-los.



21

Quadro 2. Classificagao botanica e parte* da planta da qual foi obtido o extrato bruto e data

da coleta. Dourados/2007.

Familia Nome cientifico Parte da planta e extrato Local e Data da coleta
avaliado
Combretaceae Terminalia fagifolia Periderme ( ext. etandlico) Aquidauana/Outubro 2004
Combretaceae Terminalia fagifolia Cerne (fase CH;CN/CHCl3)™ Aquidauana/Outubro 2004
Combretaceae Terminalia fagifolia Cerne (fase hexénica)”™ Aquidauana/Outubro 2004
Combretaceae Combretum laxum Folhas (ext. etanolico) Corumba /Outubro 2004
Sapindaceae Magonia pubescens Sementes (ext. etandlico) Campo Grande/Agosto 2004
Bignoniaceae Tabebuia heptaphylla Periderme (ext. etanolico) Corumba/Margo 2001

“Informacdes cedidas pela prof*. Dr* Fernanda Garcez.
*As fases hexanica e CH;CN/CHCl; foram obtidas da parti¢cdo do extrato etandlico do cerne com
hexano/CH;CN/CHCly/agua (20:34:10:10).

3.8 Efeito de concentracoes de solventes

O ensaio constou de sete tratamentos: dimetilsulfoxido a 1%, 0,5% e 0,25%, etanol a
2%, 0,5% e 0,25% e testemunha (4gar-agua). Para obtencdo das concentracdes avaliadas
foram preparados em erlenmeyers, 0,5 L de solu¢des de agar-agua com 1,7% de agar. Apos
esterilizacdo e posterior resfriamento, com a solucdo ainda fundente foram acrescidos
volumes necessarios as respectivas concentragcdes dos solventes e a solu¢do foi vertida nos

gerboxes e os esclerddios foram distribuidos.

3.9 Avaliacio do efeito de residuos culturais de plantas cultivadas sobre a germinacio

carpogénica de S. sclerotiorum.

3.9.1 Camada de residuos de plantas cultivadas sobre os esclerodios

Residuos de soja, milho, trigo, milheto, aveia, feijdo e ervilhaca foram estudados.
Neste ensaio além dos residuos havia duas testemunhas, testemunha solo e testemunha agar-
agua.

Esclerddios do isolado Jotabasso, produzidos conforme descrito no item 3.3 foram
utilizados neste ensaio. Apds solidificagdo da solucdo agar-agua, os esclerodios foram
distribuidos eqiiidistantes em cada gerbox. Os esclerodios do tratamento testemunha foram

cobertos com uma camada 2 mm de 4gar-dgua, para evitar rolamento acidental, e aqueles dos
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tratamentos com residuos culturais € com solo, foram cobertos com camada de 4 mm do
respectivo tratamento. O solo utilizado (Latossolo vermelho-distroférrico) foi coletado na area

experimental do NCA, seco ao ar, peneirado e esterilizado com Brometo de metila.

3.9.2 Residuos de plantas cultivadas incorporados ao agar-agua

Os tratamentos avaliados foram sete, sendo os residuos de milho, feijdo, ervilhaca,
aveia, milheto, trigo e testemunha 4gar-agua. Neste ensaio o residuo cultural foi incorporado
ao agar-agua ainda fundente. Apos a solidificacdo do substrato foi feita a distribui¢do
eqiiidistante dos esclerddios nos recipientes, que foram em seguida vedados e incubados nas

condi¢des ja descritas.

3.9.3 Residuos de plantas cultivadas desinfestados com tratamento térmico

Os residuos estudados neste ensaio foram os mesmos do ensaio anterior. Porém os
residuos foram submetidos a dois métodos de assepsia, a esterilizagdo e pausterizagdo
(eliminacdo de microrganismos indesejaveis). Para esses procedimentos, os residuos foram
acondicionados em erlenmeyers que foram vedados e esterilizados em autoclave
(120°C/1atm/60"). Este procedimento foi repetido durante trés dias consecutivos. Para a
pasteurizagdo os residuos foram a estufa de circulacao forgada de ar (60°C/60") durante trés
dias consecutivos. ApoOs a distribui¢do eqiiidistante dos esclerddios, os residuos foram
distribuidos formando uma camada de aproximadamente 4 mm. Os gerboxes foram vedados

e incubados nas condicdes ja descritas.

3.10 Avaliacdo do efeito de extratos de residuos de plantas cultivadas e germinacio

carpogénica de S. sclerotiorum.

3.10.1 - Extratos etanolicos de residuos de plantas cultivadas

Sete tratamentos com cinco repetigdes foram estudados neste ensaio, extratos

etanolicos de seis residuos culturais e testemunha 4gar-agua.

Os extratos etandlicos foram processados conforme descrito no item 3.5.1.
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3.10.2 — Fases obtidas da particio dos extratos etanolicos de residuos de plantas

cultivadas

Foram estudadas 12 fases provenientes da particdo com solventes dos extratos
etandlicos obtidos dos residuos culturais (item 3.5.2), as quais estdo descritas no Quadro 3,
totalizando, neste ensaio, 13 tratamentos, com a testemunha agar-agua. Os procedimentos
para dissolugdo desses extratos fracionados foram os mesmos do ensaio anterior, exceto a

concentragdo da solugdo final, que foi de 100 ppm.

Quadro 3. Nome cientifico ¢ nome comum das plantas da qual foram obtidos os extratos

etandlicos e as fases correspondentes. Dourados/2007.

N , . . o~ ,qe 1
Nome Nome cientifico Fases testadas (obtidas da particdo do extrato etanolico)
comum
Aveia Avenae sativa MeOH-H,0, Hexanica, Diclorometano e Acetato de etila
Ervilhaca Vicia sativa Hexanica, Diclorometano e Acetato de etila
Trigo Triticum aestivum Diclorometano
Feijao Phaseolus vulgaris Hexanica
Milheto Pennisetum glaucum Hexanica, Diclorometano ¢ Acetato de etila

* Informagdes cedidas pela prof*. Dr* Fernanda Garcez.! O extrato etandlico foi re-dissolvido em metanol-agua
(9:1). Fez-se uma parti¢do em funil de separacdo com hexano, obtendo-se assim a fase hexa@nica. Acrescentou-
se agua a fase hidrometandlica até se obter uma solucdo contendo metanol-agua (1:1). Esta solucdo foi
novamente submetida a uma particdo em funil de separacdo com diclorometano e em seguida, com acetato de

etila, obtendo-se as fases diclorometano e acetato de etila.

3.11 Efeito de diferentes niveis de pH na germinacio carpogénica

O efeito de diferentes niveis de pH sobre a germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum
foi estudado. O pH da solucdo de agar-dgua foi aferido quando em estado fundente com
peagametro digital. Os niveis de pH estudados foram o trés, quatro, cinco, seis e sete. Para
obten¢do do pH desejado, titulou-se o meio com solugdes de 0,1M de acido cloridrico (HCI)
para acidificagdo e 0,2 M de hidroxido de sddio (NaOH) para alcalinizagdo. Além dos
tratamentos ja mencionados foram incluidos os seguintes tratamentos, testemunha, extratos
etandlicos de aveia, ervilhaca e milheto. Em todos foi feita afericdo do pH, tanto da
testemunha quanto do extrato diluido em agua e da solugdo formada com a mistura com agar-

agua.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extratos vegetais de plantas do cerrado e germinacgio carpogénica

4.1.1 Avalia¢ao do efeito dos extratos de plantas do cerrado dissolvidos em

DMSO sobre a germinacao carpogénica de S. sclerotiorum

Foram realizadas duas avaliagdes, sendo a primeira aos 54 dias apds a instalacdo do
ensaio (DAI) e a segunda, aos 69 dias. Na primeira avaliacdo, ndo foi observada a emissao de
apotécios nos esclerodios submetidos aos extratos de plantas do cerrado e na testemunha com
DMSO. No tratamento agar-dgua (testemunha) aproximadamente oito esclerodios
apresentavam formagdo de apotécio, ou seja, 40% dos esclerédios germinaram
carpogenicamente. Aos 69 dias, as testemunhas apresentavam 45% dos esclerddios com
emissdo de apotécios e 1,2 apotécios por esclerodio. Esclerodios de todos os demais
tratamentos tiveram a germinagdo suprimida. A ndo emissdao de apotécios em todos os
tratamentos em que o DMSO foi utilizado demonstra que o solvente, na concentragdo
utilizada, suprimiu a formagao de estipes e apotécios.

Apos a ultima avaliagdo, os esclerddios ndo germinados foram coletados e lavados por
trés vezes em agua corrente e transferidos para gerboxes contendo agar-dgua, em ambiente
favoravel a germinagdo carpogénica. O efeito supressor foi permamente sem que tenha

ocorrido nem mesmo emissdo de estipes.

4.1.2 Avaliacido do efeito dos extratos vegetais plantas do cerrado dissolvidos em

agua sobre a germinacfo carpogénica de S. sclerotiorum

A germinacgdo carpogénica no tratamento testemunha evoluiu de 15%, aos 50 DAI, a
51 % na ultima avalia¢do (Quadro 4). Aos 50 DAI, embora esclerddios tratados com extratos
obtidos da periderme de Tabebuia heptaphylla e do cerne (Figura 1A) de Terminalia fagifolia
(fase hexanica) tenham apresentado formacao de apotécios, a porcentagem de germinacao foi

inferior a testemunha. Esclerddios expostos a extratos de Terminalia fagifolia, extrato da
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periderme (Figura 1B), e Terminalia fagifolia, extrato do cerne (fase ACN/CHCls) Magonia
pubescens, extrato de sementes (Quadro 5), ndo emitiram estipes ou apotécios revelando o

efeito supressor daqueles extratos.

Quadro 4. Germinagao carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum sob efeito de extratos
plantas do cerrado dissolvidos em agua, aos 50, 65 ¢ 75 dias apos a instalagdo do ensaio

(DAI). Dourados/2007.

Germinagao carpogénica (%)
Espécies/ parte utilizada da planta

50 dias 65 dias 75 dias
Testemunha 15,0a 35,0a 51,0a
Combretum laxum - periderme 14,0a 31,0ab 41,0a
Tabebuia heptaphylla - periderme 4,0ab 8,0bc 15,0b
Terminalia fagifolia - cerne (f. hexanica) 3,0ab 8,0bc 9,0bc
Terminalia fagifolia - cerne (f. ACN/CHCl3) 0,0b 4,0c 9,0bc
Terminalia fagifolia - periderme 0,0b 0,0c 0,0c
Magonia pubecens - sementes 0,0b 0,0c 0,0c
C.V. (%) 90,43 99,98 42,90

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de
Fischer (0=0,05).

Nas segunda (65 DAI) e terceira avaliagdes (75 DAI), o efeito supressor dos extratos
de T. fagifolia extraido da periderme e M. pubecens extraido das sementes, foi confirmado
com a auséncia total de apotécios nos esclerodios. Este resultado foi semelhante ao
encontrado por Stefanello et al. (2006) que estudaram o efeito de extratos de arvores do
cerrado e verificaram efeito supressor na germinagdo carpogénica por extratos de Tabebuia
heptaphylla. Os mesmos autores encontraram efeito supressor do extrato de Combretum
laxum, porém neste estudo ndo houve diferenca entre C. laxum e testemunha (Figura 1D), o
que revela a auséncia do efeito relatado.

Os tratamentos com extratos de Combretum laxum, (caules e folhas), Tabebuia
heptaphylla (periderme), e Terminalia fagifolia (cerne - fase ACN/CHCI;) apresentaram
alguns esclerdédios com germinagdo carpogénica aos 50 DAI, porém 60% dos esclerddios
apresentavam germinagdo miceliogénica, e posterior formagdo de pequenos esclerddios
secundarios (Figura 1C), o que sugere que o patdogeno utilizou nutrientes do extrato. Na

formagdo de esclerodios, trés fases distintas ocorrem, a iniciagdo, desenvolvimento e
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maturacdo, caracterizando a diferenciacado morfoldgica e bioquimica dos esclerddios, sendo a
primeira e a ultima destas fases afetadas entres outros fatores, pela auséncia de nutrientes
(HAREL et al. 2005). Segundo LeTorneau (1979) os esclerodios devem ser colocados em
substratos com escassez de nutrientes para favorecer a germinacdo carpogénica, do contrario

ocorre a germinagdo miceliogénica.

Quadro 5. Numero médio de apotécios formados por esclerodios de S. sclerotiorum
sob efeito de extratos plantas do cerrado dissolvidos em agua, aos 50 e 65 e 75 DAL

Dourados/2007.

) » Numero de apotécios por esclerodios
Espécies/ parte utilizada da planta

50 dias 65 dias 75 dias
Testemunha 3,9a 8,0a 9,3a
Combretum laxum - periderme 3,2ab 4. 4ab 8,8a
Tabebuia heptaphylla - periderme 1,8ab 1,8b 2,6b
Terminalia fagifolia - cerne (f. hexanica) 0,8ab 1,4b 1,1b
Terminalia fagifolia - cerne (f. ACN/CHCl,) 0,0b 1,0b 2,0b
Terminalia fagifolia - periderme 0,0b 0,0c 0,0b
Magonia pubecens - sementes 0,0b 0,0c 0,0b
C.V. (%) 49,30 49,50 35,70

Dados transformados em raiz quadrada de (x+1) para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de
Fischer (a = 0,05).

Tabebuia heptaphylla — periderme, T. fagifolia - cerne (f. hexanica) e T. fagifolia -
cerne (f. ACN/CHCls) tiveram comportamento intermedidrio entre os tratamentos com maior
numero de esclerodios germinados carpogenicamente (testemunha e C. laxum), € aqueles que
apresentaram efeito supressor 7. fagifolia € M. pubecens, tendo apresentado porcentagem de
germinagdo estatisticamente menor em relagdo a testemunha e C. laxum.

Em relagdo ao numero de apotécios por esclerédio (Quadro 5), na primeira avaliagio a
testemunha apresentou maior nuimero de apotécios produzidos por esclerédio, sendo
estatisticamente igual a C. laxum - periderme, T. heptaphylla - periderme e T. fagifolia -
cerne.

Nas segunda e terceira avaliagdes, C. laxum - periderme, produziu numeros de

apotécios por esclerddio igual a testemunha. Terminalia fagifolia - cerne (f. hexanica), T.
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heptaphylla - periderme, T. fagifolia - cerne (fase ACN/CHCl;), mesmo com germinagao

carpogénica, tiveram significativa reducao no numero de apotécios formados por esclerodio.

FIGURA 1. Esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum tratados com extratos de plantas do
cerrado dissolvidos em agua. Terminalia heptaphylla obtido da periderme, aos 50 DA (A);
Terminalia fagifolia obtido da periderme, aos 75 DAI (B); Terminalia fagifolia obtido do
cerne (Fase ACN/CHCls) aos 75 DAI (C) e Tratamento testemunha) aos 75 DAT (D).
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4.2 Efeito de concentracdes de solventes em agar-iagua sobre germinaciao carpogénica de

S. sclerotiorum

Foram encontradas diferengas estatisticas entre os tratamentos, em todas as avalia¢des
realizadas. Os esclerédios advindos da testemunha apresentaram maior germinagao
carpogénica e maior numero de apotécios por esclerodio em todas as épocas de avaliagado (42,
50 e 65 dias apos a instalacdo do ensaio) diferindo estatisticamente da maior parte dos

tratamentos avaliados (Quadros 6 ¢7).

Quadro 6. Germinagdo carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum sob efeito de
diferentes concentragdes dos solventes dimetilsulfoxido (DMSO) e etanol em agar-dgua aos

42,50 e 65 DAI. Dourados/2007.

Germinacao carpogénica (%)

Tratamento

42 dias 50 dias 65 dias
Testemunha 41,0a 48.0a 61,0a
DMSO (0,25%) 21,0ab 29,0ab 46,0ab
DMSO (0,50%) 17,0b 27,0ab 3,0abc
DMSO (1%) 7,0b 10,0b 20,0bc
Etanol (0,25%) 4,0b 9,0b 14,0bc
Etanol (0,50%) 1,0b 7,0b 12,0c
Etanol (2,0%) 0,0b 0,0b 0,0c
C.V. (%) 103,10 93,90 71,10

Dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(o0 =0,05).

Na primeira avaliagdo nao houve diferenca na porcentagem de germinagdo
carpogénica entre testemunha e DMSO 0,25%. Comparando apenas os tratamentos com
solvente e respectiva concentracdo (Quadro 6) ¢ possivel observar que ndo houve diferenca
estatistica entre eles, embora consideraveis diferengas possam ser observadas. No tratamento
com DMSO (0,25%) 21 % dos esclerddios germinaram carpogenicamente, enquanto que em
etanol a 2,0% (Figura A) ndo houve germinacao carpogénica, mas miceliogénica.

Na segunda avaliacdo, comparando etanol 2,0% com zero e DMSO 0,25% com 29%

de germinacdo carpogénica, e considerando o maximo potencial de germinacao do tratamento
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testemunha com 48%, verifica-se redu¢ao de 60% na germinacdo, que nesta situagdo ¢€
estatisticamente desconsiderada.

Na terceira avaliacdo, diferengas entre os tratamentos, para as duas caracteristicas
apresentadas foram encontradas (Quadros 6 e 7). O solvente DMSO nas concentragdes 0,25%
e 0,50% ndo tiveram efeito na porcentagem de germinagdo carpogénica quando comparados
com testemunha. Esclerddios expostos aos solventes DMSO (1%) e etanol (0,25%, 0,50%e
2,0%) tiveram porcentagem de germinagao carpogénica significativamente menor.

Esclerddios tratados com etanol a 2,0% e 0,5% apresentaram crescimento micelial na
primeira época de avaliacdo, sendo confirmada a germinagdo miceliogénica com a formagao
intenso crescimento micelial na camada de agar-agua a partir da segunda avaliagdo. Em
nenhuma época de avaliagdo, foram encontrados esclerodios com germinagdo carpogénica
quando tratados com etanol na concentragdo de 2%, (Quadro 7) o que nos permite afirmar que
o etanol a 2% inibiu a germinagdo carpogénica dos esclerddios utilizados neste ensaio. O
efeito do etanol no desenvolvimento de fungos ja foi relatado por Hutchinson (1973) citado
por Leite et al. (1995), que identificou em espécies de Rhizopus nigricans, Botrytis cinerea e
Trichoderma viride efeito inibitério no crescimento micelial, ja em Pestalotia rhododendri o
etanol inibiu a esporulagdo.

Diferencas consideraveis citadas anteriormente que ndo tiveram significativa diferenca
estatistica podem ter ocorrido devido as caracteristicas intrinsecas dos esclerodios, que, por
exemplo, mesmo produzidos a partir de um unico isolado podem apresentar diferencas na
variabilidade genética, podendo responder diferentemente ao tratamento recebido.

O periodo de incubagdo, tempo necessario para que o esclerédio possa germinar
carpogenicamente pode variar de 13 a 208 dias (Willetts e Wong,1980, citados por Phillips,
1987), podendo ter influenciado nos resultados obtidos. Caracteristicas morfoldgicas como
tamanho e bioquimicas como maturag¢ao funcional e composi¢do, possivelmente determinam
a viabilidade e até o “vigor” dos esclerddios e podem resultar em reacdes diversas a fatores
externos.

Na terceira avaliagdo, as variagdes foram acentuadas, possivelmente devido a
estabilizacdo do efeito dos tratamentos ou até¢ devido a estabilidade natural da germinagao
carpogénica daquela populacdao de esclerodios, em fun¢do do maior periodo de tempo

decorrido em relacdo as avaliagdes iniciais.
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Quadro 7. Numero médio de apotécios formados por esclerodios de S. sclerotiorum
sob efeito de diferentes concentragdes de solventes em agar-agua aos 42 ¢ 50 e 65

DAI.Dourados/2007.

Numero de apotécios por esclerodios

Tratamento

42 dias 50 dias 65 dias
Testemunha 1,5a 2,1a 2.8a
DMSO (1%) 1,3ab 1,4ab 2,0ab
DMSO (0,50%) 1,0abc 1,3ab 1,9ab
DMSO (0,25%) 0,7abc 1,1ab 1,6abc
Etanol (0,25%) 0,4bc 0,9ab 0,9bc
Etanol (0,50%) 0,2bc 0,5b 0,6bc
Etanol (2,00%) 0,0c 0,0b 0,0c
C.V. (%) 24,8 26,8 26,8

Dados transformados em raiz quadrada de (x+1) para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(o =0,05).

O solvente etanol reduziu o numero de apotécios por esclerodio. Além de redugao no
numero de apotécios formados, pode ser observado também que os apotécios formados sob o
tratamento com etanol apresentavam coloragdo diferente em relagdo aos apotécios formados
no tratamento testemunha, tendo sido observado nos apotécios tratados com etanol manchas
escuras recobrindo quase toda a face superior do apotécio.

Esclerodios expostos ao DMSO também se apresentavam morfologicamente
diferentes, tendo os apotécios formados a partir daqueles esclerddios, aspecto atrofiado. As
maiores diferengas nas caracteristicas morfologicas observadas nos apotécios ocorreram
naqueles formados em esclerdédios dos tratamentos com DMSO (1,0%), DMSO (0,50%) e
DMSO (0,25%), que tiveram a média de apotécios formados por esclerodio igual a
testemunha.

O procedimento para verificar a natureza do efeito inibitorio, tanto de etanol quanto
de DMSO demonstrou efeito permanente de inibi¢do da germinacdo carpogénica nos

esclerodios.



FIGURA 2. Esclerodios de S. sclerotiorum submetidos a agar-agua (testemunha) e ao
solvente etanol na concentracdo de 2,0%. Testemunha versus Etanol (2,0%) aos 42 DAI (A);
Testemunha versus Etanol (2,0%) aos 65 DAI (B).
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4.3 Residuos culturais de plantas cultivadas e germinac¢io carpogénica

4.3.1 Avaliacio do efeito de camada de residuos de culturas sobre os esclerdodios e

sobre sua germinacio carpogénica

Na primeira avaliagdo, aos 50 dias ap0s a instalacdo do ensaio, s6 houve formagao de
apotécios no tratamento testemunha e com cobertura de solo (Quadro 8). Resultado
semelhante foi encontrado por Rocha et al. (2006) que a nivel de campo, estudaram o efeito
de diferentes coberturas de solo e diferentes fungicidas na incidéncia de S. sclerotiorum em

alface e encontraram menor incidéncia da doenca em solos com algum tipo de cobertura.

Quadro 8. Germinagdo carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum sob efeito de
diferentes residuos de plantas cultivadas sobre os esclerédios em camada de £ 4 mm com

remogao aos 50 DAI e posteriores avaliagdes aos 65 e 80 DAI Dourados/2007.

Germinacao carpogénica (%)

Tratamento
50 dias
(remogao dos 65 dias 80 dias
residuos)

Testemunha 68,0a 92,0a 92,0a
Solo 21,0b 31,0b 37,0b
Milho 0,0c 4,0c 21,0c
Trigo 0,0c 1,0c 12,0cd
Aveia 0,0c 0,0c 0,0d
Ervilhaca 0,0c 0,0c 0,0d
Feijao 0,0c 0,0c 0,0d
Milheto 0,0c 0,0c 0,0d
C.V. (%) 71,0 28,7 42,1

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica ¢ teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(a=0,05).

Na segunda avaliagdo, maior porcentagem de germinagdo carpogénica foi encontrada
na testemunha, seguida pelo tratamento com cobertura de solo (Figura 3A), sendo esses
tratamentos estatisticamente diferentes entre si e entre os demais (Quadro 8).

A germinagdo carpogénica nos esclerodios do tratamento com residuos de milho e

trigo s6 foi observada a partir da segunda avaliacdo. Provavelmente devido a remog¢do da
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camada que formava uma barreira fisica, exercendo pressdo mecanica naqueles esclerddios.
Outro fato que pode ter contribuido para esse comportamento ¢ a maior incidéncia de luz nos
esclerodios apds a remocdo. Sung e Yang (2000) estudando fatores para produgdao de
esclerodios e formacdo de apotécios observaram que esclerddios submetidos a alta
intensidade luminosa desenvolveram apotécios em poucos dias € que ao contrario, varias
semanas foram necessarias para a germinagao carpogénica de esclerédios quando a
intensidade luminosa foi baixa.

Os esclerddios provenientes do tratamento com ervilhaca apresentavam-se totalmente
deteriorados devido a contaminagdo microbiana. Nos esclerodios cobertos com residuos de
feijao (Figura 3E), milheto (Figura 3F) e em alguns do tratamento com ervilhaca foram
detectados microrganismos contaminantes, principalmente fungos (Penicillium ssp., Fusarium
ssp. e Aspergillus ssp. entre outros ndo identificados). Ferraz et al. (2003), estudando a
viabilidade de S. sclerotiorum apos solarizacdo do solo, na presenca de cobertura morta,
encontraram maior eficiéncia na inativagdo do patogeno quando maior incidéncia e
variabilidade de contaminantes foram encontradas. Steadman (1979) destaca os géneros
Trichoderma e Penicillium, dentre os fungos que produzem substincias inibidoras e
metabolitos antifungicos. De maneira geral, entre os efeitos provocados pelas substincias
inibidoras, pode ser observada a redugdo ou paralisagdo do crescimento e esporulagdo,
reducdo na germinagdo de esporos, além de distorgdes na hifa e enddlise (Campbell, 1989
citado por Lobo Junior e Abreu, 2000).

Na terceira avaliagdo, a porcentagem da germinag¢do carpogénica na presenca de
residuos de milho e trigo teve aumento consideravel, embora inferior aos tratamentos
testemunha (Figura 3B) e cobertura com solo, sendo que com residuo de milho foi superior
aos tratamentos que tiveram efeito na supressdo da germinagdo carpogénica. Melo et al.
(2004), também estudaram o efeito de residuos culturais sobre S. sclerotiorum encontraram
maior porcentagem de germinacdo carpogénica com cobertura de milho, aveiatervilhaca
peluda+nabo e em restos culturais de um sistema envolvendo a cultura do trigo.

Em relagdo aos tratamentos que tiveram os esclerédios cobertos, observou-se que as
maiores porcentagens de germinacdo carpogénica ocorreram no tratamento com cobertura
com solo, isso provavelmente por que a textura do solo possibilitou melhor arejamento e

presenca de luz para os esclerddios, pois para que a germinacdo carpogénica ocorra 0s
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esclerodios devem receber luz (Phillips, 1987). A cobertura com residuos de culturas

triturados formaram uma camada compacta o que pode ter reduzido a presenca de luz, o que

FIGURA 3. Germinagao de esclerddios de S. sclerotiorum, mantidos sob camada de solo (A),
agar-agua (B) e residuos da cultura do milho (C) residuos de aveia (D), residuos de feijao (E)
e residuos de milheto (F) aos 65 DAL
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pode ter sido a causa da germinagao carpogénica ter sido retardada em relagdo a testemunha e
cobertura com solo, sendo observada apenas a partir da segunda avaliagao, aos 65 dias.

No tratamento com aveia foi observada a presenga de contaminantes, porém apds a
retirada dos residuos houve a germinacao miceliogénica dos esclerodios (Figura 3D), e para a
confirmagdo desta informagdo, foi feito o plaqueamento e isolamento de S. sclerotiorum a
partir de micélios desenvolvidos nos gerboxes do tratamento com aveia.

Nao houve germinagdo carpogénica nos esclerddios cobertos com residuos de feijao,
milheto, ervilhaca e aveia. Resultado semelhante foi encontrado, em campo, por Lobo Jr ef al,
(1998), que relataram auséncia ou numero reduzido de apotécios, em areas com plantio de
gramineas. Schwingel (2006), em estudos em laboratorio, também encontrou efeito supressor
na germinacdo carpogénica de esclerddios cobertos com residuos de gramineas do género
Brachiaria, sendo entre as espécies a B. decumbens, B. dictioneura e B. brizantha cv. La
Liberdad as mais eficientes. Costa (2003) também detectou efeito da palhada de Brachiaria
brizantha na redugdo no nimero de esclerddios (indculo inicial) em ensaios a campo. O efeito
da palhada de milheto na reducdo de indculo inicial, também foi observado.

Em relagdo ao numero de apotécios formados, na primeira avaliagdo apenas os
esclerddios oriundos do tratamento com cobertura de solo e tratamento testemunha emitiram
apotécios (Quadro 9). Este resultado foi semelhante ao encontrados por Ferraz et al. (1999)
que demonstraram ser possivel reduzir a emissdo de apotécios com a cobertura do solo com
palha. Gracia-Garza e Boland (1998) também ja relataram a redug¢@o do nimero de apotécios
em solo de plantio direto, cuja camada de palha picada de milho ou trigo foi mantida sobre o
solo. Ferraz et al. (2001) encontraram menor numero de apotécios, incidéncia e severidade de

S. sclerotiorum em tratamentos com palha de Amaranthus sp.e nim.
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Quadro 9. Numero de apotécios por esclerédio de S. sclerotiorum germinados
carpogenicamente, sob efeito de diferentes residuos de plantas cultivadas sobre os esclerodios
em camada de £ 4 mm com remog¢do aos 50 DAI e posteriores avaliagdes aos 65 ¢ 80 DAL

Dourados/2007.

Numero de apotécios por esclerodio

Tratamento

50 dias 65 dias 80 dias
Testemunha 5,0a 16,6a 8,2a
Solo 2,4b 3,7ab 4,5b
Milho 0,0c 0,7bc 4,3b
Trigo 0,0c 0,2¢ 2,3bc
Aveia 0,0c 0,0c 0,0c
Ervilhaca 0,0c 0,0c 0,0c
Feijao 0,0c 0,0c 0,0c
Milheto 0,0c 0,0c 0,0c
C.V. (%) 28,5 448 33,8

Dados transformados em raiz quadrada de (x+1) para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(00=0,05).

Na segunda e terceira avaliagdes quando a camada de residuos foi removida, houve a
formagao de apotécios nos esclerédios do tratamento com residuos de milho e trigo, essa
supressao inicial pode ser devido ao efeito camada de residuos atuando como barreira fisica,
exercendo pressdo mecanica sobre os esclerodios, ou na redu¢do da incidéncia de luz, que ¢
um dos trés fatores considerados mais importantes para a germinagdo carpogénica dos
esclerédios (SUNG e YANG, 2000).

O numero de apotécios formados nos esclerédios que receberam cobertura com
residuos de milho (Figura C e Quadro 9) e de trigo foi estatisticamente inferior aqueles da
testemunha e tratamento com solo. Ferraz et al. (2001), investigando o efeito da cobertura
morta sobre o solo, no cultivo do feijoeiro, na formagdo de apotécios, encontraram maior
numero de apotécios nos tratamentos controle (sem cobertura e com palhada de feijoeiro).

Devido ao alto indice de contaminacdo, e conseqiientemente, deterioracdo dos
esclerédios cobertos com residuos de aveia, feijdo, milheto e em alguns dos esclerédios
cobertos com residuos de ervilhaca, ndo foi possivel observar nesses tratamentos o suposto
efeito de barreira fisica, na supressdo inicial da germinagdo carpogénica o que pode ser

observado nos esclerddios dos tratamentos com residuos de milho e trigo.
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De maneira geral, além da possivel atuacdo de substancias liberadas pelos residuos,
capazes de reduzir ou suprimir a germinagao dos esclerddios e da propria camada de residuo
formando uma barreira fisica, o que dificulta a emiss@o das estruturas que caracterizam a
germinacdo carpogénica, e reduz a incidéncia de luz, o efeito indireto da populagao
microbiana associada aos residuos, produzindo substancias volateis ou liberando metabolitos
toxicos pode ter contribuido para a inibicdo ou redugdo da germinacdao carpogénica dos
esclerddios nesse ensaio.

Embora ndo tenha sido objeto de estudo elucidar o desenvolvimento de
microrganismos nos residuos culturais e a sua influéncia na germinagdo dos esclerodios, nao

podem ser descartados os possiveis efeitos mencionados.

4.3.2 Avaliaciao do efeito residuos de cultura incorporados ao agar-agua sobre a

germinac¢ao carpogénica de S. sclerotiorum

Na primeira avalia¢do (45 dias), apenas na testemunha houve germinagdo carpogénica
(Quadro 10). No tratamento com residuos de milho (Figura 4A) foi observada a formacao de
estipes. Ja nos esclerddios tratados com aveia, ervilhaca e milheto, houve germinagdo
miceliogénica, € no tratamento com residuos de trigo e feijao nao ocorreu nenhum tipo de
germinagao ocorreu.

Na segunda avaliacdo (57 dias), os esclerodios dos tratamentos feijdo e milheto
(Quadro 10) apresentavam niveis altos de contaminagdo (microrganismos) que
impossibilitou a identificacdo dos esclerddios e conseqiientemente a formagao de estipes e
apotécios. Ja os esclerédios dos tratamentos com ervilhaca e aveia, nao apresentaram
germinacdo carpogénica, mesmo na auséncia de microrganismos contaminantes. O
tratamento testemunha (Figura 4B) apresentou germinagdo carpogénica superior a todos os
tratamentos estudados. Os esclerodios submetidos aos tratamentos com residuos de milho e

trigo apresentaram 7,0 e 3,0 % de germinacdo carpogénica, respectivamente (Quadro 10).
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Quadro 10. Germinacao carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum sob efeito de
diferentes residuos de cultura incorporados ao agar-agua aos 45 DAI e posteriores avaliagdes

aos 57 e 69 DAI. Dourados/2007.

Germinagao carpogénica (%)

Tratamento

45 dias 57 dias 69dias
Testemunha 10,0a 25,0a 56,0a
Milho 0,0a 7,0b 45,0a
Trigo 0,0a 3,0bc 3,0b
Milheto 0,0a 0,0c 2,0b
Ervilhaca 0,0a 0,0c 0,0b
Feijao 0,0a 0,0c 0,0b
Aveia 0,0a 0,0c 0,0b
C.V. (%) 72,9 52,5 60,8

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(o =0,05).

O tratamento com aveia (Figura 4D) foi eficiente em suprimir a germinagao
carpogénica dos esclerddios utilizados neste ensaio, uma vez que em nenhuma das avaliagdes
foi observado niveis consideraveis de contaminagao.

Na ultima avaliacdo (69 dias) o tratamento com residuos de milho (Figura 4A) teve
porcentagem de germinagdo carpogénica igual a testemunha (Figura B). Melo ef al. (2004),
em estudos de laboratorio, encontraram maior nimero de apotécios por esclerédio em restos
culturais de milho em relagdo ao tratamento com cobertura com solo.

Houve aumento crescente no numero de apotécios formados no decorrer das avaliagdes
(Quadro 11). Na primeira avaliacdo apenas os esclerodios do tratamento testemunha
apresentaram formacao de apotécios, porém ndo houve significativa diferenga dos demais. Na
segunda avaliagdo, nos tratamentos com residuos de milho, trigo e milheto foi observada a
formacdo de apotécios, porém estatisticamente igual aos tratamentos que ndo apresentaram

germinagao carpogénica.
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FIGURA 4. Germinagao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum influenciados por residuos
de plantas cultivadas incorporados ao substrato, aos 69 DAL Apotécios emitidos de
esclerodios expostos a residuos do milho (A), testemunha agar-agua (B), esclerodios do
tratamento com residuos de milheto (C), esclerodios do tratamento com residuos de aveia,
com auséncia de germinacao carpogénica (D).

Aos 69 DAL, o tratamento com residuo de milho teve producio de apotécios igual a
testemunha. Em ensaios de laboratorio, Simm et al. (2001) observaram que maior producao
de apotécios foi observada na testemunha agar-agua e no tratamento com residuos de milho

como cobertura, apos 50 dias de incubagao.
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Quadro 11. Numero de apotécios por esclerédio de S. sclerotiorum germinados
carpogenicamente, sob efeito de diferentes residuos de cultura incorporados ao agar-agua, aos

45 DAI e posteriores avaliagdes aos 57 € 69 DAI. Dourados/2007.

Apotécios por esclerddios

Tratamento

45 dias 57 dias 69 dias
Testemunha 1,6a 2.9a 3,6a
Milho 0,0a 1,6b 2,8ab
Trigo 0,0a 0,6b 1,8bc
Milheto 0,0a 0,2b 0,5¢
Ervilhaca 0,0a 0,0b 0,0c
Feijao 0,0a 0,0b 0,0c
Aveia 0,0a 0,0b 0,0c
C.V. (%) 25,7 28,0 32,4

Dados transformados em raiz quadrada de (x+1) para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(0=0,05).

Esclerddios dos tratamentos ervilhaca, feijao e aveia ndo formaram apotécios (Quadro
11), o que caracteriza o efeito supressor da germinacao carpogénica, nas condi¢cdes em que foi
conduzido o experimento. Em estudos no laboratdrio, a inibicdo da germinagdo carpogénica
de S. sclerotiorum pelo efeito da cobertura com residuos de aveia ja foi relatado por Simm et
al. (2001).

Os resultados desse ensaio demonstram que o efeito supressor dos residuos de aveia
observado no ensaio anterior ndo ¢ devido apenas a populagdo microbiana presente nos seus
residuos, pois nesse ensaio nao houve o desenvolvimento de contaminantes € mesmo assim a
supressdo foi observada. Descarta-se também o efeito da barreira fisica, tanto pela pressdo
mecanica exercida ou pela reducdo da incidéncia de luz, pois neste ensaio ndo houve a
condicdo (camada de residuo) que propicia a ocorréncia desses efeitos.

A incubacao dos esclerodios tratados com residuos de aveia e ervilhaca, apos a ultima
avaliacdo, em agar-dgua apos triplice lavagem com &4gua esterilizada confirmou o efeito
inibitério dos residuos e o caracteriza como de efeito permanente, nas condi¢des em que o

ensaio foi conduzido.
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4.3.3 Avaliacao do efeito residuos de plantas cultivadas submetidos a tratamento

térmico sobre a germinacio carpogénica de S. sclerotiorum

Em todas as épocas de avaliagdo (até os 67 DAI) ndo houve germinagdo carpogénica
exceto no tratamento testemunha que apresentou respectivamente 30%, 60% e 72 % de
germinagdo carpogénica aos 52, 59 e 67 dias apds a instalacio do ensaio. Naqueles
esclerddios provenientes dos outros tratamentos nenhuma estrutura que caracteriza a
germinagdo carpogénica foi identificada. Sung e Yang (2000), estudando fatores para
producdo de esclerddios e formagdo de apotécios, observaram que esclerodios submetidos a
alta intensidade luminosa desenvolveram apotécios em poucos dias e que ao contrario, varias
semanas foram necessarias para a germinagdo carpogénica de esclerodios quando a
intensidade luminosa foi baixa. Este fato pode sugerir que a camada de residuo tenha
influenciado na inibi¢do da germinagdo carpogénica pela reducdo da luminosidade recebida
pelos esclerddios cobertos em relacdo aos descobertos (testemunha), ou ainda pelo efeito da
pressdo mecanica exercida pela camada de residuos. Resultados semelhantes a esse foram
encontrados por Gracia-Garza ¢ Boland (1998) que observaram a redu¢do do nimero de
apotécios em solo de plantio direto, com camada de residuo de milho e trigo que foram
mantidas sobre o solo. Ferraz ef al. (2001) também encontraram menor numero de apotécios
em tratamentos com cobertura com palha de Amaranthus sp. e nim.

Nos tratamentos com residuos de aveia, trigo e milheto (Figura A), submetidos a
esterilizacdo foi observada germinacao miceliogénica. Quando os residuos foram submetidos
a pasteurizacao em todos os residuos foi observado o desenvolvimento de hifas em todos eles.
Nos gerboxes com residuos de milheto (Figura C) foi observada a formagao de esclerddios.

Nas segunda (59 DAI) e terceira avaliagdes 96 (DAI) , foi confirmado o efeito de
todos os tratamentos na supressao da germinacao carpogénica. Mesmo apds a remogao da
camada de residuos, ndo houve germinagdo carpogénica nos tratamentos com os residuos das
culturas, apenas esclerddios da testemunha apresentavam germinagdo carpogénica (Figura
D). No tratamento com residuos esterilizados de ervilhaca houve contaminagdo microbiana.
Nos gerboxes com residuos esterilizados de milheto, aveia (Figura B), trigo e feijao foi
observada a presenga de esclerédios formados a partir do desenvolvimento de hifas. Nos
gerboxes do tratamento com residuos de milheto pasteurizado foram encontrados esclerddios

em formacao e muitos ja formados.



42

FIGURA 5. Esclerdodios em residuos de diferentes culturas, submetidos a tratamentos
térmicos € em agar-agua (testemunha), residuos de milheto, submetidos a esterilizagdo, com
germinagdo miceliogénica (A), residuos de aveia, submetidos a esterilizacdo, com
germinagdo miceliogénica e formagao de esclerodios, aos 52 DAI (B), residuos de milheto,
submetidos a pasteurizacao (C), e testemunha, aos 67DAI (D).

Provavelmente ao receberem tratamentos térmicos, os residuos tiveram sua
composicdo quimica alterada. Possivelmente houve solubilizagdo de actcares e outros
nutrientes tornando o residuo um meio enriquecido que favoreceu a germinagao
miceliogénica. Um dos fatores que influencia a germinagdo carpogénica ¢ a presen¢a ou nao
de fontes externas de nutrientes. Carboidratos tais como, glucose, manitol e sacarose podem
inibir a germinagdo carpogénica, mas ndo a miceliogénica. A germinagdo carpogénica nao

requer fontes externas de nutrientes (LE TORNEAU, 1979).
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4.4 Extratos de residuos de plantas cultivadas e germinacio carpogénica

4.4.1 Avaliacido do efeito de extratos etanolicos de residuos de plantas cultivadas

sobre a germinacao carpogénica de S. sclerotiorum

Na primeira avaliacao (37 DAI), nao houve diferenca entre os tratamentos testemunha,
trigo, milheto e feijdo. Testemunha foi superior a milho, ervilhaca e aveia, que nao
apresentaram germinagdo carpogénica (Quadro12).

Aos 52 DAI, os esclerddios tratados com extratos de residuos de milheto e trigo
tiveram germinacao carpogénica estatisticamente igual a testemunha.

Os extratos dos residuos de aveia e ervilhaca mostraram-se eficientes em inibir a
germinagdo carpogénica dos esclerodios em todas as épocas de avaliagdo quando comparado

com a testemunha (Quadro 12).

Quadro 12. Germinacdo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum sob efeito de
diferentes extratos obtido de residuos de culturas aos 37 DAI e posteriores avaliagcdes aos 52

e 67 DAI. Dourados/2007.

Germinacao carpogénica (%)

Tratamento

37 dias 52 dias 67 dias
Testemunha 12,0a 25,0a 56,0a
Trigo 10,0ab 22,0ab 53,0ab
Milheto 7,0ab 22,0ab 48,0abc
Feijao 1,0ab 5,0bcd 22,0bc
Milho 0,0b 1,0cd 25,0bc
Ervilhaca 0,0b 0,0d 6,0c
Aveia 0,0b 0,0d 2,0c
C.V. (%) 84,74 84,09 58,40

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer
(o =0,05).

Embora nao tenha havido diferencas estatisticas na avaliacdo inicial entre os
tratamentos com extrato de aveia e de ervilhaca com extratos de residuos de outras culturas, a
auséncia de esclerédios com germinagdo carpogénica nestes tratamentos evidencia seu efeito

inibidor. Resultados semelhantes foram encontrados por Gavassoni et al. (2006), onde o
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efeito supressor na formagao de apotécios em esclerodios de S. sclerotiorum foi observado em
tratamentos com extratos de aveia, feijdo, ervilhaca e trigo.

Os extratos de residuos de milheto e trigo tiveram nas trés avaliacdes realizadas,
porcentagem de germinacdo carpogénica estatisticamente igual a testemunha. Apenas extratos
de aveia e ervilhaca, apresentaram, em todas as épocas de avaliagdo, efeito significativo na
redu¢do da germinagdo carpogénica nos esclerodios de S. sclerotiorum utilizados neste
ensaio.

Os extratos de feijdo e milho apresentaram efeito inibidor nas avaliagdes iniciais,
porém, na ultima avaliagdo, houve significativo aumento da germinagdo carpogénica.

Nao houve efeito na supressao e/ou reducdo na capacidade de emissao de apotécios e
nimero médio de apotécios por esclerddios tratados com extratos etanolicos de residuos das

culturas, na primeira avaliacdo (Quadro 13) deste experimento.

Quadro 13. Numero de apotécios por esclerédio de S. sclerotiorum germinados
carpogenicamente, sob efeito de diferentes extratos obtidos de residuos de culturas aos 37

DALI e posteriores avaliagdes aos 52 e 67 DAL Dourados/2007.

Apotécios por esclerodios (n°)

Tratamento

37 dias 52 dias 67 dias
Testemunha 2,0a 3,4a 3,8ab
Trigo 1,6a 2,9ab 4,8ab
Milheto 1,1a 2,2ab 4,7ab
Feijao 0,8a 1,3ab 4,3ab
Milho 0,0a 0,8ab 7,0a
Ervilhaca 0,0a 0,0b 0,8b
Aveia 0,0a 0,0b 0,6b
C.V. (%) 43,1 47,6 44,3

Dados transformados em raiz quadrada de (x+1) para analise estatistica e teste de médias.
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de
Fischer (a = 0,05).

Aos 37 DAL, foi evidenciado o efeito dos extratos de aveia e ervilhaca, na supressao

da formacao de apotécios.



45

Na ultima avaliacao (67 DAI)os esclerddios advindos dos tratamentos com extratos de
milho, trigo, milheto e feijao, tiveram ntimeros de apotécios formados por esclerddios iguais a
testemunha.

Em condigdes favoraveis, se um esclerodio germinar carpogenicamente e um apotécio
viavel se formar, ele podera produzir até 2 x 10° ascosporos durante algumas semanas. Em
condigdes de campo seria interessante a reducao do potencial de inoculo de 7,0 apotécios (n°
médio de apotécios formado por esclerddio “tratamento com residuos de milho) para 0,8 e 0,6
(n® médio de apotécios formado por esclerédio“tratamento com ervilhaca e aveia”)
aproximadamente 89% e 91% respectivamente, como pode ser observado na quarta coluna do
Quadro 13, pois isso implica diretamente na reduc¢ao do inoculo inicial.

Estudos de Costa (2003) mostraram que a reduc¢do do inoculo inicial permitiu a
reducdo no nimero de pulverizagcdes e maior eficiéncia no controle da doenga em feijdo.
Segundo o mesmo autor, em solos contendo diferentes densidades de indculo (esclerddios) no
solo, o controle adequado da doencga sé foi obtido nas areas com menos de 19 esclerddios por
m’ de solo. Em areas com mais de 27 esclerodios por m?, os fungicidas nio foram eficientes
no controle da doenca. Obviamente, estudos adicionais, em campo, precisam confirmar, o

efeito dos residuos de ervilhaca e aveia detectados em ensaios laboratoriais.

4.4.2 - Avaliacao do efeito de fases obtidas da particiao dos extratos etanoélicos de

residuos de plantas cultivadas sobre a germinacfo carpogénica de S. sclerotiorum

Todos os extratos estudados neste ensaio tiveram efeito com significativa redugdo na
germinagdo carpogénica em relacao a testemunha. Assim como no ensaio com extratos
etandlicos, as fases obtidas da particdo do extrato etanolico do residuo de aveia, tais como a
aveia acetato de etila (Figura 7A), aveia diclorometano (Figura 7B), aveia hexanica (Figura
7C) e aveia metanol-dgua (Figura 7D), e as de ervilhaca foram eficientes em reduzir a
germinagdo carpogénica dos esclerodios em todas as épocas de avaliagdo quando comparado
com testemunha (Figura 7E).

Os tratamentos com os extratos de milheto (fase diclorometano), trigo (fase
diclorometano) e feijao (fase hexanica), foram os que apresentaram maior efeito na redugado

da germinacao carpogénica (Quadro 14).
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Quadro 14. Germinacdo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum sob efeito de

diferentes extratos de residuos de culturas, com diferentes tipos de parti¢des (fases), aos 50

DAI e posteriores avaliagdes aos 57, 64, 73 e 81 DAIL Dourados/2007.

Germinagao carpogénica(%)

Tratamento

50 dias 57 dias 64dias 73dias 81dias
Testemunha 27,0a 440 a 68,0a 76,0a 84,0a
Aveia diclorometano 13,0b 17,0bc 35,0b 36,0b 41,0b
Aveia metanol-H,O 12,0bc 22,0b 27,0bc 30,0bc 34,0bc
Milheto acetato de etila 9,0bc 16,0bc 23,0bc 26,0bc 29,0bc
Milheto hexanica 7,0bc 12,0bcd 18,0cd 18,0bcd 22,0bcd
Ervilhaca acetato de etila 6,0bc 11,0bcd 18,0cd 19,0bcd 20,0bcd
Aveia acetato de etila 6,0bc 8,0bcd 12,0cde 15,0bcde 19,0bcde
Ervilhaca diclorometano 6,0bc 10,0bcd 15,0cde 16,0bcde 19,0bcde
Ervilhaca hexanica 4,0bc 8,0bcd 10,0cde 11,0bcde 12,0cde
Aveia hexanica 3,0cd 6,0cd 10,0cde 10,0bcde 11,0cde
Milheto diclorometano 1,0d 5,0cd 7,0cde 7,0de 7,0cde
Trigo diclorometano 0,0d 0,0d 2,0e 2,0de 2,0de
Feijao hexanica 0,0d 1,0d 1,0e 1,0e 1,0e
C.V. (%) 53,6 57,2 55,5 57,2 61,2

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de Fischer

(.= 0,05).

Em todas as épocas de avaliacdo, pode ser observado que embora os extratos

estudados ndo tenham apresentado supressao ou inibi¢ao total da germinagdo carpogénica, os

apotécios eram mal formados. Embora ndo tenham sido estudadas caracteristicas

morfologicas tais como coloragdo e tamanho dos apotécios formados, foi observado que

apotécios formados em agar-dgua diferiam dos emitidos a partir de esclerodios expostos aos

extratos de residuos e suas partigdes.
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FIGURA 7. Esclerddios em agar-agua e extratos fracionados obtidos a partir de diferentes
parti¢oes de extratos etanolicos de residuos de culturas. Esclerdédios com extrato de aveia fase
acetato, com germinagdo carpogénica e miceliogénica (A), esclerédios com extrato de aveia
fase diclorometano, com germinagdo miceliogénica e formagdao de esclerddios (B),
esclerodios com extratos de residuos de aveia fase hexanica com predominincia de
germinagdo miceliogénica (C), esclerodios com extratos de residuos de aveia fase metanol
(D), esclerddios do tratamento testemunha, aos 81 DAI (E) esclerddios do tratamento com
extratos de residuos de milheto fase acetato germinados carpogenicamente e com formacao de
esclerddios (F).



48

4.5 Efeito de diferentes niveis de pH na germinacio carpogénica

Na primeira avalia¢do, sob pH 6,7 (testemunha), 5,3 (extrato etandlico de milheto), e
7,0 houve germinacdo carpogénica (Quadro 15) e sob pH 3,0 e 4,0 houve germinagdo
miceliogénica (Figura 8D). Esses resultados estdo de acordo com Litkei e Voros (1984), que
encontraram maiores porcentagens de germinagao carpogénica em meios com pH's menos
acidos ou alcalinos e predominancia (entre 80-84%) de germina¢do miceliogénica em meios
com pH's situados entre 2 ¢ 4.

Germinacdo miceliogénica e carpogénica, foram observadas de modo concomitante
sob extrato etandlico de aveia com pH 5,9 (Figura 8A), ervilhaca com pH 5,9 (Figura 8B),
milheto com pH 5,3 (Figura 8C), pH 4 (Figura 8E), pH 5 (Figura 8F) e pH 6 (Figura 8G).
Resultados semelhantes foram relatados por Litkei e Voros (1984), que indicaram que na
faixa de pH entre 5-6, os esclerodios avaliados germinaram, sendo a germinagdo
parcialmente com micélios e com apotécios.

Hifas foram visualizadas em unidades experimentais com 100% dos esclerdodios
germinados carpogenicamente. Provavelmente esse crescimento micelial se iniciou a partir da
germinacdo de ascosporos. Em condi¢des naturais tecidos senescentes ou tecidos necrosados
fornecem o nutriente necessario para iniciar a infeccao ou germinagao (Kora et a/, 2003).

Na terceira e quarta avaliagdes, o comportamento dos esclerédios diante dos
tratamentos recebidos foi semelhante as primeiras, apenas se diferenciando pelo incremento
na porcentagem de germinagdo carpogénica e estabilizacdo dos resultados.

Devido as faixas de pH das solugdes de extratos etanolicos de residuos estudados neste
experimento estarem situadas entre 5,2 e 7, verifica-se que o efeito na supressdo, observado
nesse ensaio, € no ensaio 4.4.1 ¢ decorrente da atividade de algum composto do extrato. Isto
se confirma com a auséncia do efeito supressor e/ou inibidor dos tratamentos com pH 5,0; 6,0

e 7,0 e da testemunha ( pH 6,7), na porcentagem de germinagao carpogénica.
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Quadro 15. Germinagao carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum sob efeito de sob

efeito de extratos etandlicos de aveia, ervilhaca e milheto com pH mensurados e diferentes

niveis de pH, aos 49 DAI e posteriores avaliacdes aos 65, 71 e 81 DAI. Dourados/2007.

Germinagao carpogénica (%)

Tratamento

49dias 65 dias 71 dias 81dias
Testemunha 44,0a 90,0a 91,0a 91,0a
pH 7 17,0b 86,0ab 86,0a 87,0a
pH 6 5,0bc 78,0ab 79,0a 80,0a
pH S5 10,0bc 72,0abc 73,0ab 73,0ab
Aveia (pH 5,9) 8,0bc 54,0bcd 64,0bc 65,0bc
Ervilhaca (pH 5,9) 16,0b 44 ,0cde 45,0bcd 45,0bcd
Milheto (pH 5,3) 22,0b 44,0cde 44,0bcd 44,0bcd
pH 4 11,0bc 33,0de 33,0cd 33,0cd
pH 3 0,0c 9,0¢e 9,0d 9,0d
C.V. (%) 55,89 41,30 38,48 38,48

Os dados foram transformados em arco seno raiz de (x+1)/100 para analise estatistica e teste de médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de LSD de

Fischer (a = 0,05).
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FIGURA 8. Germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum sob diferentes niveis de pH e
extratos etandlicos de residuos de culturas em esclerodios em agar-dgua. Esclerddios em
extrato etandlico de aveia (A), esclerédios em extrato etanolico de ervilhaca (B), esclerddios
em extrato etanolico de milheto (C), esclerddios em pH 3, com germ. miceliogénica (D)
esclerodios em pH 4 (E), esclerédios em pHS com germinagdo carpogénica ¢ miceliogénica
(F), esclerodios em pH 6 (G), esclerédios em pH 7 (H) e testemunha, aos 81 DAI (I).
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5 CONCLUSOES

Extratos etanolicos da periderme de Terminalia fagifolia e das sementes de Magonia
pubecens, apresentaram efeito supressor na germinacao carpogénica dos esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum. Extratos etandlicos da periderme de Tabebuia heptaphylla e as fases
hexanica e CN/CHCI; obtidas da partigdo do extrato etanodlico do cerne de Terminalia
fagifolia tiveram efeito inibidor da germinagdo carpogénica.

Residuos de aveia, feijao, ervilhaca e milheto em cobertura sobre os esclerodios
suprimiram a germinacao carpogénica mesmo apos a sua remog¢ao. Residuos de milho e trigo
proporcionaram efeito inibitorio inicial pela acdo de barreira fisica da camada de residuo.
Apbs a remogdo da camada, ndo houve mais efeito inibitorio. Residuos de milho ndo tiveram
efeito na redugdo da germinagao carpogénica.

Residuos de culturas submetidos a tratamento térmico favoreceram a germinacao
miceliogénica.

Extratos etanolicos dos residuos culturais de aveia e ervilhaca suprimiram a
germinacdo carpogénica. Ja os extratos de trigo, feijdio milho e milheto retardaram a
germinagdo carpogénica.

As fases obtidas da particdo com solventes dos extratos etandlicos de residuos de
culturas (aveia, ervilhaca, feijdo, trigo e milheto), independente da fase de parti¢do, e do

residuo do qual foi extraido, reduziram a germinagao carpogénica.
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