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RESUMO

GARCIA, RICCELY AVILA. Producio de inéculo, efeito de extratos vegetais e de
fungicidas e reacao de genoétipos de soja a Sclerotinia sclerotiorum. UFU. 2008. 154
p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia'.

A podridao branca da haste causada por S. sclerotiorum vem aumentando em campos de
cultivo de soja, devido ao cultivo de espécies altamente suscetiveis na safrinha e a
utilizacdo de sementes contaminadas por S. sclerotiorum. Estudos envolvendo produgdo
de indculo, controle alternativo e quimico, metodologia de inoculacdo e resisténcia de
genOtipos de soja a Sclerotinia sclerotiorum constituiram os objetivos deste trabalho. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas —
LAMIP da Universidade Federal de Uberlandia. Os isolados utilizados foram obtidos de
plantas de soja provenientes de Jatai-GO e Indianépolis-MG. Quanto a produgdo de
esclerddios, os resultados demonstraram que meios de cultura combinados com fuba
foram mais promissores, tanto no rendimento, quanto no nimero de esclerédios. Os
meios de cultura feijdo e girassol foram os mais promissores. Quanto as doses de fuba
de milho, trigo para “kibe” e farinha de mandioca, o rendimento e ndmero de
esclerodios decresceram com o aumento das concentracdes. A concentracdo de 20%
proporcionou maior produgdo de esclerddios para os trés complementos. Em relagdo ao
controle alternativo, os resultados demonstraram que a maior inibicdo do crescimento
micelial estd diretamente proporcional ao aumento das doses de Azadirachta indica. A
interacdo A. indica e Pongamia glabra foi significativa, sendo a dosagem de 1/3 de P.
glabra a mais eficiente, com 65% de inibi¢do. Quanto aos extratos vegetais, o fruto de
Piper aduncum foi o mais promissor sobre a redu¢do do crescimento micelial, com 43%
de inibi¢do. Os resultados referentes ao controle quimico "in vitro" demonstraram que
os fungicidas flutriafol, fluazinam, propiconazol, epoxiconazol + piraclostrobina,
tebuconazol + trifloxistrobina, tebuconazol, ciproconazol + propiconazol, ciproconazol,
fluquinconazol, tetraconazol, procymidone, iprodione, ciproconazol + trifloxistrobina,
epoxiconazol, miclobutanil e difenoconazol inibiram o crescimento acima de 98% para
os dois isolados. Quanto ao ensaio “in vivo”, houve diferenca no efeito dos fungicidas,
quando aplicados preventivamente e curativamente. O fungicida iprodione controlou
melhor a doenga, tanto em aplicagdes preventivas, como curativas. Quanto as
inoculagdes em diferentes estddios de desenvolvimento de plantas de soja, os resultados
demonstraram que as menores porcentagens de severidade da doenga foram diretamente
proporcionais a idade das plantas, determinando-se como estadios ideais de inoculag¢do
os estadios V; (folhas e hastes) e V3 (folhas). Em relacao aos métodos de inoculagdes, o
disco permanente proporcionou resultados mais consistentes, seja em 6rgaos destacados
como na prépria planta, resultando em correlacdo significativa. Quanto a selecdo de
gendtipos de soja, apenas 19 gendtipos se comportaram como resistentes e
moderadamente resistentes pelo método de inoculacio na folha destacada. Em
inoculacdes na planta, apenas 2 genodtipos destes 19 foram moderadamente resistentes e
os demais moderadamente suscetivel a suscetivel, gerando correlacdo ndo significativa.

Palavras-chave: S. sclerotiorum, Glycine max, produgdao de esclerdédios, controle
alternativo e quimico, métodos de inoculacao, resisténcia.
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ABSTRACT

GARCIA, RICCELY AVILA. Inoculum production, the effect of vegetable extracts
and fungicides and soybean genotypes reaction to Sclerotinia sclerotiorum. UFU.
2008. 154 p. Dissertation (Master’s degree in Agriculture/Phytopathology) — Federal
University of Uberlandia, Uberlandia'.

Stem white rot, caused by S. sclerotiorum, has increased in fields cultivated with
soybean due to the cropping of highly susceptible species during winter and the use of
seeds contaminated with S. sclerotiorum. Studies involving inoculum production,
alternative and chemical control, inoculation methodology and soybean genotypes
resistance to Sclerotinia sclerotiorum consisted on the objectives of this work. The
experiments were done in the Laboratério de Micologia e Protecao de Plantas — LAMIP
at the Universidade Federal de Uberlandia. The isolates used were obtained form
soybean plants from Jatai-GO and Indianépolis-MG. Culture media amended with
cornmeal were the most promising for sclerotium production both for yield and for the
number of sclerotia. Culture media containing common beans and sunflower were the
best ones. The number of sclerotia and yield decreased as the doses of cornmeal, bulgur
wheat and cassava crumbs increased. The concentration of 20% yielded the greatest
production of sclerotia for all three amendments. In relation to the alternative control,
the results indicate that the greatest inhibition of mycelial growth was directly related to
the increase of Azadirachta indica doses. The interaction A. indica with Pongamia
glabra was significant, and the dose of 1/3 P. glabra was the most effective, with 65%
inhibition. Of all vegetable extracts, the fruit of Piper aduncum was the most effective
for reducing mycelial growth, with 43% inhibition. The results of "in vitro" chemical
control demonstrated that the fungicides flutriafol, fluazinam, propiconazole,
epoxiconazole + piraclostrobin, tebuconazole + trifloxistrobin, tebuconazole,
ciproconazole + propiconazole, cyproconazole, fluquinconazole, tetraconazole,
procymidone, iprodione, ciproconazole + trifloxistrobin, epoxiconazole, myclobutanil
and difenoconazole inhibited more than 98% of the mycelial growth for both isolates. In
the “in vivo” trial differences were noted for the fungicide effect, applied either
preventively or as a curative. The fungicide iprodione best controlled the disease for
both types of application. The results of inoculation of different soybean growth stages
demonstrated that the smallest percentages of disease severity were directly
proportional to plant age, and the best stage for inoculating the plants were V, (leaves
and stems) e V3 (leaves). The most consistent inoculation method was the permanent
disk, for detached organs and for the whole plant, resulting in a significant correlation.
Only 19 soybean genotypes performed as resistant or moderately resistant by the
detached leaf method. When whole plants were inoculated, only two of these were
moderately resistant, while all others were moderately susceptible or susceptible,
generating a non significant correlation.

Keywords: S. sclerotiorum, Glycine max, sclerotium production, alternative and
chemical control, inoculation methods, resistance.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L. Merril) é uma espécie origindria da Asia, onde vem
sendo cultivada ha centenas de anos (JULIATTI; POLIZEL; JULIATTI, 2004). No
contexto das grandes culturas produtoras de grios, a soja foi a que mais cresceu em
termos percentuais nos ultimos 37 anos, tanto no Brasil, quanto em nivel mundial,
sendo o principal grao oleaginoso cultivado no mundo. Seu elevado teor de proteinas
faz dela a principal matéria prima na fabricacdo de racdes para alimentacdo animal e,
apesar do seu baixo teor de 6leo, disputa com o dendé a posi¢do de maior produtora de
6leo vegetal (DALL’AGNOL, 2007).

A exploragio econdmica de seu potencial de rendimento (4000 kgha™)
dificilmente € alcancada (JULIATTI; POLIZEL; JULIATTI, 2004). O rendimento
médio mundial tem sido de 2.541 kg.ha' (EMBRAPA, 2008). Entre os fatores que
limitam o rendimento, a lucratividade e o sucesso de producdo destacam-se as doencas
(JULIATTI;, POLIZEL; JULIATTI, 2004). Segundo Sinclair; Backman (1989), sao
listadas mais de 100 doencas afetando a cultura, sendo que 50 foram listadas no Brasil.
As perdas anuais de producdo por doengas sdo estimadas em cerca de 15 a 20%, porém
as perdas podem chegar a 100%, dependendo da doenca (EMBRAPA, 2003; JULIATTI
et al., 2003).

A doencga podridao branca da haste da soja, causada por Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, sempre foi de ocorréncia esporadica em dreas de sequeiro (SILVA et al.,
2008). Entretanto, esta doenga vem assumindo grande importancia nos campos de
cultivo desta leguminosa, em virtude da rotacdo de culturas com espécies altamente
suscetiveis como ervilha, feijao, tomate, algodoeiro e batata até safras continuas de soja,
além das temperaturas amenas durante o cultivo (LEITE, 2005).

O fungo € considerado um dos patégenos mais importantes no mundo e esti
distribuido em todas as regides produtoras, sejam elas temperadas, subtropicais ou
tropicais (LEITE, 2005). Em regidoes de altitudes elevadas, onde as temperaturas
noturnas sdo amenas e ocorre ampla formacao de orvalho, tem sido comum observar
areas com incidéncia da doenca superior a 50%. No sudoeste Goiano, t€ém sido
constatadas, tanto em &areas experimentais, quanto dos préprios agricultores, perdas de

até 60% na produtividade (SILVA, 2008).



O controle da podridao branca da haste € considerado dificil devido a auséncia
de cultivares resistentes, sobrevivéncia do fungo no solo, ampla gama de hospedeiros,
elevado nimero de ascosporos produzidos por apotécio e sua ripida e longa
disseminagdo a partir da fonte produtora, sobrevivéncia em sementes na forma de
micélio dormente ou esclerédios aderidos as mesmas e a falta de informacdes sobre
controle quimico para a cultura da soja. Embora varios trabalhos sobre resisténcia de
genotipos de soja ja tenham sido relatados na literatura, ainda pouco se sabe sobre
fontes de resisténcia a S. sclerotiorum, bem como métodos praticos de selecdo de
germoplasma.

Em face da importancia da sojicultura para o Brasil, este trabalho objetivou
estudar producdo de inéculo de S. sclerotiorum, efeito de extratos e 6leos vegetais, bem
como fungicidas “in vitro” e “in vivo” e métodos de inoculagdo para selecdo de alguns
gendtipos de soja brasileiros a S. sclerotiorum, para obtencdo de medidas préticas,

efetivas e econdmicas no controle da podriddao branca da haste.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da podridao branca da haste da soja

Sclerotinia sclerotiorum € o agente causal da podridao branca da haste da soja.
As doencas causadas pelo patégeno recebem diferentes denominagdes em outros
hospedeiros, entre elas: mofo branco, podridao da cabeca, podridao aquosa e podridao
da haste (PURDY, 1979).

O patdgeno estd distribuido mundialmente afetando mais de 400 espécies de
plantas (BOLAND; HALL, 1994). Entre elas, destacam-se a soja, girassol, canola,
ervilha, feijao, alfafa, fumo, tomate e batata (LEITE, 2005). Plantas infestantes como
carrapicho, mentrasto, caruru, picdo, mostarda, botdo-do-ouro, marselha, serralha e
vassoura também sdo suscetiveis a S. sclerotiorum (VIEIRA, 1988).

No Brasil, a ocorréncia de S. sclerotiorum foi feita pela primeira vez em 1921,
por Saccd, que verificou o fungo sobre batata (Solanum tuberosum L.), no estado de Sao
Paulo. Nos anos seguintes, o patégeno foi verificado sobre diferentes hospedeiros em
outros Estados do Pais (CHAVES, 1964). Com a expansdo da fronteira agricola na
regido dos cerrados, e com a agricultura praticada no periodo frio e seco do ano, esta
doenca se destacou na cultura do feijao e da ervilha (CAFE FILHO, 1985; SANTOS et
al., 1990), pois o patégeno encontrou temperaturas amenas e umidade alta, umidade
fornecida pela irrigagdo, principalmente via pivo central. Na cultura da soja, a doenga
vem crescendo no Centro-Sul do pais e causando perdas significativas na producgdo.

Segundo Ferreira et al. (1981), S. sclerotiorum foi constatada em soja em 1975,
no sul do Estado do Parand, causando perdas de até 70% de plantas infectadas em
lavouras destinadas a produc¢do de sementes. Homechin (1982) determinou que as
perdas da producdo de soja devido, a incidéncia de S. sclerotiorum em lavouras
comerciais nos municipios de Castro, Ponta Grossa, Palmeira e Guarapuava, no Estado
do Parand, variaram de 70 a 92% para o rendimento, 5,6 a 39,2% para o peso de 100
sementes e 20 a 90% para porcentagem de plantas infectadas. Segundo Nasser et al.
(1984), no inicio da década de 80, foram registradas perdas de até 30% em lavouras de
soja dos municipios de Sdo Gotardo, Rio Parnaiba e Carmo do Parnaiba, em Minas
Gerais, devido a ocorréncia de S. sclerotiorum.

As sementes sdo importantes veiculos de disseminacdo de S. sclerotiorum,

através de esclerédios misturados a elas ou de micélio existente nos tecidos internos
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(LEITE, 2005). Devido ao importante papel das sementes na disseminacao da doenca,
Machado (1994) propds o padrdo de tolerancia zero para S. sclerotiorum em sementes
de feijao e soja das classes bdsica e certificada. Segundo Grau (1989), a presenca de
alguns escler6dios em portos estrangeiros, mesmo em soja para consumo, poderd
resultar na rejei¢ao de todo o carregamento.

Préticas culturais inadequadas, como o uso de sementes contaminadas, alta
densidade de plantas, menor espacamento entre linhas, rotacdo de cultura com
hospedeiros suscetiveis e época de semeadura, além das condicdes climaticas de alta
umidade e baixa temperatura sdo situagdes que favorecem o desenvolvimento de S.

sclerotiorum (LEITE, 2005).

2.2 Etiologia

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence a subdivisdo Ascomycota,
classe Leotiomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (CABI, 2008). O
fungo produz estruturas de resisténcia denominadas de esclerédios. De acordo com
Agrios (1997), estas estruturas apresentam formato irregular, com um a Varios
milimetros de didmetro e comprimento; a principio apresentam coloracdo branca, e
posteriormente, tornam-se negros e duros. Os esclerédios podem germinar de forma
miceliogénica ou carpogénica. Enquanto que na forma miceliogénica ha a producado de
micélio hialino e septado (PURDY, 1979), na forma carpogénica (FIGURA 1), o
esclerédio pode produzir um ou mais apotécios (SCHWARTZ e STEADMAN, 1989).

A influéncia do tamanho dos esclerdédios na germinagdo carpogé€nica apresenta
resultados contraditérios. Segundo Budge e Whipps (1991), maior producdo de
apotécios foi obtida com esclerédios com peso menor que 10 mg e 2 mm de didmetro.
Dillard et al. (1995) observaram que, quanto maiores os esclerédios, maior a
porcentagem de esclerédios germinados € maior o nimero de apotécios produzidos. De
acordo com Bedi (1963), quanto maior o esclerddio, maior o nimero de apotécios
formados; um esclerédio grande (13 x 5 mm) originou 15 apotécios.

Cada apotécio contém centenas de ascos de forma cilindrica. Em cada asco, ha
0ito ascosporos, que sdo ovodides e apresentam de 4 a 10 mm de largura e 9 a 16 mm de
comprimento (SCHWARTZ e STEADMAN, 1989). O apotécio libera ascosporos
continuamente por 2 a 17 dias, com uma média de 9 dias. A produ¢do maxima de

ascosporos ocorre num intervalo de 2 a 3 dias entre o quarto e nono dia de vida ativa do
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apotécio. O total de ascosporos produzidos por um apotécio atinge ao redor de dois

milhdes (SCHWARTZ e STEADMAN, 1978).

FIGURA 1 - Processo de formacao de apotécios de Sclerotinia sclerotiorum em meio
de cultivo batata dextrose dgar (BDA): (A) esclerddios, (B) inicio da emissdo de estipes,
(C) apotécios maduros e (D) vista frontal do apotécio. UFU, Uberlandia, 2008.

2.3 Sintomatologia

Como revisado por Hegedus; Rimmer (2005), a infec¢do do tecido sadio do
hospedeiro depende da formacdo do apressorio, que pode ser simples ou complexo
dependendo da estrutura da superficie do hospedeiro. Na maioria dos casos, a
penetracdo ocorre diretamente através da cuticula e ndo através dos estomatos. O
apressorio desenvolve-se da ramificacdo dicotdmica das hifas que crescem na superficie
do hospedeiro e consiste-se de um aglomerado mucilaginoso de hifas largas, multi-
septadas e curtas. Embora a penetracio da cuticula seja um processo puramente
mecanico, a degradacdo enzimdtica da cuticula auxilia no processo de penetragdo
afetando a lamela média das células. Quanto as cutinases de S. sclerotiorum, ainda
pouco se sabe, entretanto, a0 menos quatro cutinases como enzimas parecem estar
envolvidas.

Segundo Almeida et al. (2005), a fase mais vulnerdvel da cultura da soja vai do

estddio da floracdo plena (R;) ao inicio da formacdo das vagens (R3/R4). O fungo é



capaz de infectar qualquer parte da planta, porém, as infec¢des iniciam-se com mais
freqliéncia a partir das inflorescéncias e das axilas das folhas e dos ramos laterais.
Segundo Leite (2005), os sintomas geralmente ocorrem no ter¢co médio das plantas.

Os primeiros sintomas sdo manchas de anasarca que evoluem para coloracio
castanho-clara (YORINORI, 1997). Os sintomas atingem outros 6rgdos da planta e
pode envolver toda a haste, impedindo o fluxo de dgua e nutrientes, levando a planta a
morte (GRAU, 1989). Sobre as areas afetadas, desenvolvem abundante formacdo de
micélio branco e de aspecto algodonoso. Geralmente, numerosos esclerédios sdo
produzidos na superficie do micélio, de 7 a 10 dias depois da colonizacio (ABAWI;
GROGAN, 1979). Estes sao formados tanto na superficie, como no interior da haste e

das vagens infectadas (ALMEIDA et al., 2005) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Lavoura de soja com sintomas de Sclerotinia sclerotiorum (A) e presenca
de micélio e esclerdédios nas hastes (B). UFU, Uberlandia, 2008.

Fonte: Lobo Junior, M.

2.4 Ciclo de vida e epidemiologia

Os esclerédios produzidos nas plantas infectadas retornam ao solo apds a
colheita com os residuos da cultura e garantem a perpetuacdo do fungo no solo
(SCHWARTZ e STEADMAN, 1978; LEITE, 2005). Segundo Abawi e Grogan (1979),
os esclerédios ndo sdo capazes de germinar sem antes maturar fisiologicamente.

Steadman (1983) relata que somente os esclerédios localizados nos 5 cm

superficiais do solo sdo capazes de produzir apotécios. Mas alguns esclerédios



localizados até 10 cm também podem produzir apotécios (COOK et al., 1975). Segundo
Schwartz e Steadman (1989), o apotécio tem 3 mm de diametro e eleva-se de 3 a 6 mm
da superficie do solo. Segundo Lloyd Junior (1975), as vezes, grande nimero de
apotécios sao observados em reboleiras, as quais, geralmente, localizam-se nas partes
do terreno com o solo mais saturado de 4gua. Ligeiro estresse hidrico previne a
formacao de apotécios (ABAWI; GROGAN, 1975).

Quando os ascosporos estdo maduros dentro dos ascos, um ligeiro decréscimo
da umidade relativa do ar provoca-lhes a liberacdo por ejecio (NATTI, 1971). Uma
substancia mucilaginosa € liberada junto com os ascosporos, assegurando-lhes a adesao
ao tecido hospedeiro ou a outro obstdculo encontrado durante o seu percurso aéreo. A
maioria dos ascosporos fica retida dentro do dossel das plantas, possibilitando alto
potencial de infeccao local (ABAWI e GROGAN, 1979) (FIGURA 3). Os ascosporos
que sobrepdem as plantas sdo facilmente disseminados pelo vento e podem infectar
plantas em um raio de 50 a 100 m da fonte produtora. As abelhas também podem servir
como agente de disseminac@o dos ascosporos. (STEADMAN, 1983) (FIGURA 2).

A germinagdo constante de esclerédios e a liberagdo continua dos ascosporos de
cada apotécio asseguram adequado potencial de infec¢do superior a 3 - 4 semanas
(VIEIRA, 1994). Os ascosporos liberados pelos apotécios constituem a fonte primadria
de infeccao de plantas (ABAWI; GROGAN, 1975; TU, 1989). Portanto, os ascosporos
de S. sclerotiroum requerem a presenca de nutrientes exdgenos para germinar e,
consequentemente, infectar as plantas. Tecidos vegetais jovens, flores e fragmentos de
flores sdo a base nutritiva para o inicio da colonizacdo por ascosporos do fungo
(SUTTON; DEVERAL, 1983), por possuirem altas concentragdes de a-celulose. Se os
ascosporos sdao liberados antes que o feijao floresca, eles sdo incapazes de causar
doenca sem estimulo da a-celulose, contida nas flores senescentes, mas podem
sobreviver por cerca de duas semanas na superficie da planta ou do solo. Uma vez
colonizadas as flores, o micélio permenece vidvel por at¢é um meés (STEADMAN,
1983). A partir da formagao de micélio, os esclerédios sao formados e sdo incapazes de
germinar carpogenicamente na mesma safra, sugerindo ser o mofo branco uma doencga
monociclica (SOUZA, 1999). Os esclerédios podem ser disseminados pelo solo, dgua
de irrigagdo, maquinas agricolas e sementes infectadas.

O 4cido oxdlico e as enzimas pectoliticas estdo associados com o
desenvolvimento da podriddo branca causada por S. sclerotiorum. O acido oxélico

penetra no tecido ao redor da lesdo, reduzindo o pH de aproximadamente 6,8 para 4,0,
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fornecendo um pH 6timo para a acdo da enzima pectolitica (ECHANDI; WALKER,
1957, MAXWELL; LUMSDEN, 1970). As diferencas na tolerancia ao acido oxélico
e/ou resisténcia a sua difusdo no tecido do hospedeiro podem resultar em regides de
encharcamento varidveis ao redor das lesées (TU; BEVERSDOREF, 1982). Espécies de
Sclerotinia podem tolerar uma ampla faixa de pH, mas adaptam-se melhor ao substrato
acido. O 4cido oxdlico é produzido por S. sclerotiorum no tecido do hospedeiro e em
cultura, contribuindo a um decréscimo no pH de substratos alcalinos (WILLETTS;

WONG, 1980).

FIGURA 3 - Ciclo de vida do fungo Sclerotinia sclerotiorum. (A) esclerdédios, (B)
apotécios no solo, formados a partir dos esclerdédios (germinagdo carpogénica), (C)
liberacdo e disseminac¢do dos ascosporos, (D) infec¢do das flores pelos ascosporos e (E)
infecgdo da planta, (F) formagao de esclerddios na haste. UFU, Uberlandia, 2008.

Fonte: Lobo Junior, M. (FIGURA E e F) e Hokko do Brasil (FIGURA C).

2.5 Controle

O controle da podriddo branca € dificil devido a permanéncia de esclerédios
vidveis por um longo periodo no solo, aliado ao fato de que os ascosporos que
produzem a infec¢do aérea podem ser provenientes de esclerddios existentes a longas
distancias, a falta de controle quimico eficaz e a alta suscetibilidade dos hospedeiros

cultivados. Assim, o controle mais efetivo baseia-se num programa integrado de



medidas, que incluem diversas praticas culturais, como: sementes sadias, rotacdo de
culturas, irrigacdo equilibrada, menores densidades de semeadura e espacamentos
maiores, tratamento de sementes (LEITE, 2005), controle biol6gico (ILLIPRONTI;
MACHADO, 1993; ABAWI; GROGAN, 1979; CASSIOLATO et al.,1997), uso de
palhada (NAPOLEAO et al., 2005; GASPAROTTO et al., 1982; FERRAZ et al., 1999)
e controle quimico (SECCO et al., 2007).

O uso de sementes certificadas e qualidade fitossanitdria conhecida sao
fundamentais para evitar a introdu¢do do patégeno em dreas isentas. Para a soja, a
separacdo dos esclerddios pode ser feita durante o beneficiamento da semente, pelo
emprego do separador espiral seguido da mesa de gravidade. Entretanto, para o girassol,
a remocgao dos esclerédios na operacao de limpeza € dificil, devido os esclerddios terem
o mesmo tamanho, forma e peso especifico das sementes. O tratamento de sementes de
soja com fungicidas do grupo dos benzimidazoéis associados a produtos de contato deve
ser adotado como medida de seguranca para reduzir a possibilidade de transmissdo do
fungo por meio de micélio dormente (LEITE, 2005).

Segundo Coley-Smith; Cooke, (1971) e Ferraz et al. (1999), a palhada no plantio
direto atua como uma barreira fisica a emergéncia de apotécios, uma vez que as estipes
que saem dos esclerddios tém fototropismo positivo. Além disto, a cobertura morta do
solo impede que a parte aérea das plantas entre em contato com o solo infestado e
mantém um nivel de umidade e temperatura mais constante na superficie do solo,
permitindo o desenvolvimento de outros microrganismos que podem atuar
antagonicamente sobre Sclerotinia sclerotiorum.

Segundo Vieira (1994), a rotacdo de cultura ndo é uma medida eficaz para o
controle do mofo-branco, pois os esclerédios sobrevivem no solo por varios anos na
auséncia de hospedeiro. Para Steadman (1983), operagdes de preparo do solo
geralmente asseguram a presenca de esclerédios na superficie do solo ou proximo a ela.
Entretanto, LEITE (2005) relata que a rotagdo de cultura com gramineas pode reduzir o
in6culo inicial através da degradacdo natural dos esclerdédios por meio de antagonistas.

De acordo com Napoledo et al. (2005), a incidéncia e severidade do mofo branco
na cultura do feijoeiro aumentaram com o incremento das laminas d’adgua e foram
maiores no plantio convencional do que no plantio direto. O porte das variedades
também influenciou na incidéncia e severidade da doenga, sendo que a variedade Pérola
de porte semi-ereto foi mais suscetivel que Diamante Negro de porte ereto. Segundo

Gasparotto et al. (1982), a cobertura do solo com capim-braquidria e capim-gordura
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reduziram a sobrevivéncia dos esclerddios de S. sclerotiorum. Entretanto, o cultivo de
alface, em sucessdo ao ensaio de cobertura do solo, demonstrou que a rotagdo de cultura
com as gramineas nao foi uma medida de controle eficaz, durante o periodo de 7 meses.

Vieira et al. (2005) avaliaram a intensidade do mofo branco do feijoeiro em
funcdo da aplicacdo de fungicida, espacamento entre fileiras e densidade de plantio, nos
anos 2002 e 2003, na safra de inverno. Os autores verificaram que a eficiéncia destas
medidas de controle em reduzir a doenga depende do ano de plantio.

A presenga de microrganismos antagdnicos no solo afeta consideravelmente a
sobrevivéncia dos esclerddios de S. sclerotiorum. Coniothyrium minitans e Trichoderma
spp. sdo considerados os mais importantes no controle biolégico do patégeno (ADAMS;
AYRES, 1979). O tratamento biolégico de sementes de soja e feijao visando o controle
de S. sclerotiorum através da suspensao de conidios de nove espécies de fungos, em
comparagdo ao tratamento quimico, mostrou que os melhores resultados, em ambas as
culturas, foram obtidos com benomyl, seguido de espécies de Trichoderma (Illipronti &
Machado, 1993).

De acordo com Mello (1996), microparasitas necrotréficos, como Trichoderma,
tém sido considerados eficazes no controle de fitopatdgenos, principalmente aqueles
formadores de estrutura de resisténcia. Assim sendo, tais organismos podem controlar
mais eficientemente esses patdgenos, uma vez que as estruturas de sobrevivéncia destes
sao freqiientemente persistentes no solo por longos periodos, tornando-os mais
suscetiveis ao ataque do antagonista.

A eficiéncia do controle quimico para S. sclerotiorum pode ser influenciada
segundo a densidade de in6culo no solo. Costa (1997) testou o fungicida procimidone
em campos de feijoeiro com diferentes densidades de esclerédios e verificou que o
controle adequado da doenca foi obtido somente em dreas com menos de 19 esclerédios
por m” e, em solos com mais de 27 esclerédios por m?, o fungicida foi ineficiente.

Além de fungicidas, certos herbicidas também podem inibir o desenvolvimento
de S. sclerotiorum. Casale; Hart (1986) verificaram que metribuzin e diuron inibiram o
crescimento micelial do fungo in vitro e reduziram a producdo de estipes quando
aplicados no solo, enquanto que atrazina e simazina nao afetaram a formacao de estipes,
porém os apotécios ndo se desenvolveram ou ndo produziram ascosporos na presenca
desses dois herbicidas. Entre vérios herbicidas e fungicidas testados in vitro por

Fernandes et al. (1994) contra S. sclerotiorum, EPTC e fluazinan apresentaram inibi¢ao
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da germinacdo miceliogénica e carpogénica dos esclerddios, quando imersos em

suspensoes dos produtos por 30 segundos.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DE MEIOS DE CULTURA A BASE DE VEGETAIS E
CONCENTRACOES DE FUBA DE MILHO, FARINHA DE MANDIOCA E
TRIGO NA PRODUCAO DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia sclerotiorum






1 RESUMO

GARCIA, RICCELY AVILA. Influéncia de meios de cultura i base de vegetais e
concentracoes de fuba de milho, farinha de mandioca e trigo na producao de
esclerodios. UFU. 2008. 32 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia'.

Considerando a biologia de Sclerotinia sclerotiorum, os esclerédios sao fundamentais
em seu ciclo de vida, pois sdo precursores dos apotécios e conseqiientemente dos
ascosporos e producdo de hifas. Estudos envolvendo o patégeno exigem a
disponibilidade de inéculo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar meios de
cultura a base de vegetais e concentracdes de fuba de milho, farinha de mandioca e trigo
para “kibe” sobre a producdo de esclerédios. Os meios de cultura a base de vegetais
estudados foram: cenoura, repolho, soja, couve-flor, feijdo, tomate, girassol, vagem,
batata, batata-doce e abdbora, com e sem adi¢do de fuba de milho. Em relag@o ao ensaio
de concentracdes de fubd de milho, trigo e farinha de mandioca, as concentracdes
estudadas foram: 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 ¢ 100% em adicdo ao substrato feijao. Os
meios de cultura estudados nos dois ensaios foram umedecidos com dgua destilada. Os
Erlenmeyers contendo os meios de cultura foram esterilizados a 120°C, por 20 minutos.
Ap6s 12 horas de resfriamento dos meios de cultura, 5 discos de micélio de 6 mm de
diametro foram inoculados em cada frasco de erlenmeyer. Os frascos foram incubados a
22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 30 dias consecutivos (meios de cultura a
base de vegetais) e 45 dias (concentracdes de fubd de milho, trigo e farinha de
mandioca). Decorrido o periodo de incubacdo, os esclerédios foram separados do meio
original através de lavagem em &4gua corrente sobre malha de 2 mm. Os esclerddios
foram secos sobre papel toalha, por 48 horas, a temperatura ambiente. Em seguida,
determinou-se o peso € o numero de esclerédios. Com base no peso dos esclerddios,
determinou-se o rendimento para cada meio de cultura estudado. Pelos resultados
obtidos, verificou-se que meios combinados com fubd de milho foram mais
promissores, independente do vegetal utilizado, tanto no rendimento, quanto no nimero
de esclerddios, sendo que os melhores foram os meios de cultura a base de feijdo e
girassol. Quanto as concentragdes de fubd de milho, trigo e farinha de mandioca, o
rendimento e nimero de esclerddios decresceram com o aumento das concentracdes. A
concentracdo de 20% proporcionou maior produgio de esclerédios, sendo fubd de milho
e trigo os mais promissores.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, meios de cultura, concentra¢des, producdo de
esclerddios.

! Comité Orientador: Prof. Dr.Fernando César Juliatti — UFU
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2 ABSTRACT

GARCIA, RICCELY AVILA. Effect of vegetable culture media and cornmeal,
cassava flower and wheat concentrations on sclerotium production. UFU. 2008. 32
p. Dissertation (Master’s degree in Agriculture/Phytopathology) — Federal University of
Uberlandia, Uberlandia'.

Sclerotia are fundamental for the life cycle of Sclerotinia sclerotiorum because they are
the resting structures that form apothecia and, consequently, ascospores, and the
hyphae. Studies involving this pathogen require inoculum availability; thus, the
objective of this study was to evaluate vegetable growth media and the concentrations
of cornmeal, cassava crumbs and bulgur wheat for sclerotium production. The vegetable
culture media analyzed were: carrot, cabbage, soybean, cauliflower, common beans,
sunflower, snap beans, potato, sweet potato and pumpkin, with or without the
amendment of cornmeal. The concentrations of cornmeal, wheat and cassava crumbs
amended on the common beans medium were 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 and 100%. The
culture media of both tests were moistened with distilled water. The Erlenmeyers flasks
containing the media were sterilized at 120°C, for 20 minutes. Twelve hours after the
media had cooled to room temperature, 5 6-mm diameter mycelial plugs were
inoculated into each flask. The flasks were incubated at 22 + 3°C and 12 hours lighting,
for 30 days (vegetable based media) or 45 days (concentrations of cornmeal, wheat and
cassava crumbs). The sclerotia were separated from the original media after the
incubation period by washing in tap water on a 2 mm screen. The sclerotia were dried
on paper towel for 48 hours at room temperature. Subsequently, the weight and number
of sclerotia were determined. Culture media yield was determined based on the sclerotia
weight. The culture media amended with cornmeal were more effective, regardless of
the vegetable used as a base, for both yield and number of sclerotia, and within this
group, the media based on common beans and sunflower were the best ones. Sclerotia
yield and number decreased as the concentrations of cornmeal, wheat and cassava
crumbs increased. The concentration of 20% yielded the greatest production of
sclerotia, and cornmeal and wheat were more effective at that.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, culture media, concentrations, sclerotia production.

! Supervisor: Prof. Dr.Fernando César Juliatti — UFU
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3 INTRODUCAO

A podridado branca da haste da soja causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary tem se tornado uma doenca de grande importancia para a cultura. Isto se
deve principalmente a alta precipitacdao durante a safra aliada a temperaturas amenas,
rotacdo de culturas com espécies altamente suscetiveis e ao uso de sementes
contaminadas produzidas pelos proprios produtores. Segundo Leite (2005), as sementes
podem ser disseminadoras, sejam através de esclerddios misturados a elas ou de micélio
existente nos tecidos internos.

O fungo produz estruturas de resisténcia denominadas esclerddios, dentro e na
superficie dos tecidos colonizados, que retornam ao solo com os residuos da cultura e
sao responsdveis pela sobrevivéncia do fungo (LEITE, 2005). S3do a partir dos
esclerédios que sdo formados os apotécios (germinacdo carpogénica) e as hifas
(germinacdo miceliogénica), isto faz com que os esclerddios sejam extremamente
importantes no ciclo de vida de S. sclerotiorum.

Os esclerédios podem sobreviver no solo por um periodo superior a cinco anos
(Steadman, 1983). Sob condicdes favoraveis e na presenga de um hospedeiro suscetivel,
o esclerddio germina e produz micélio, que penetra diretamente nos tecidos da base da
planta, ou forma apotécios, que emergem na superficie do solo e liberam os ascosporos.
Dependendo das condi¢des climadticas, os apotécios liberam ascosporos durante varias
semanas, que sdo responsdveis pela infec¢ao da parte aérea das plantas (LEITE, 2005).

A produgdo de esclerédios em larga escala, em condicOes de laboratorio, €
importante e facilita a realiza¢do de trabalhos envolvendo o patégeno. Varios meios de
cultura a base de vegetais como aveia, cenoura + batata, sorgo, feijao, batata e cenoura
(FERRAZ; CAFE FILHO, 1998), repolho (FERNANDES et al. 1993) e abébora (LIMA
et al. 1997) foram descritos na literatura, porém, muitos ainda nio foram testados e ndo
se sabe a capacidade destes na producao de esclerddios. Outro aspecto € que os meios
descritos, geralmente, foram testados em adi¢do de fubd milho, ndo testando outros
complementos, bem como, qual a melhor dose a ser utilizada.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar meios de cultura a base de
vegetais e o efeito de doses de farinha de mandioca, fuba de milho e trigo para kibe na

producdo de esclerddios.
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4 REFERENCIAL TEORICO

A formacdo de esclerédios envolve mudancas celulares e a mobilizagdo e
deposicao de muitos materiais (LETORNEAU, 1979). Como revisado por LeTorneau
(1979), as hifas vegetativas de S. sclerotiorum, geralmente crescem longe uma da outra.
Na formacgao inicial dos esclerddios, hd uma atragcdo entre as hifas de modo que ocorre a
fusdo das mesmas, e a formacao de esclerédio pode ser uma resposta as mudangas na
disponibilidade de nutrientes. Alguns isolados de S. sclerotiorum perdem a habilidade
de produzir esclerédios apds repicagens consecutivas em meio de cultura. Isto pode ser
devido a inabilidade do fungo sintetizar os compostos especificos exigidos para a
formacao de esclerédio. Metabdlito presente em Sclerotinia spp., conhecido como
“sclerin”, em combina¢do com outros compostos, tais como fendis, estd envolvido no
melanogénese e na formagdo de agregados de hifas.

Segundo Georgiou et al. (2001), S. sclerotiorum produz B-caroteno em baixo e
alto niveis durante os estdgios de nao diferenciacdo e diferenciacdo, respectivamente.
Em isolados que produzem esclerédios, a producdo de [-caroteno depende das
condic¢des de luz durante os estagios de desenvolvimento, enquanto que em isolados que
nao produzem, a producdo de B-caroteno é muito baixa e independe de luz e do periodo
de crescimento.

Como revisado por Bolton et. al. (2006) trés estagios do desenvolvimento de
esclerédios de S. sclerotiorum foram caracterizados (TOWNSEND; WILLETTS, 1954):
(a) iniciacdo (agregacao de hifas para formar uma massa branca chamada de esclerddio
inicial), (b) desenvolvimento (crescimento das hifas e agregacdo para aumentar de
tamanho), e (c) maturacdo (delimitacdo da superficie, depdsito da melanina na
superficie externa e consolidagdo interna).

De acordo com a revisdo realizada por LeTorneau (1979), Sclerotinia spp. utiliza
como fonte de carbono muitos compostos organicos, tais como agucares, alcoois e
acidos organicos, para o crescimento e a producdo de esclerédios. A inabilidade de usar
as fontes de carbono enddgenas normalmente presentes no esclerédio para o
crescimento micelial pode ser parte de um mecanismo de controle relativo a germinagdo
carpogénica e miceliogénica. Compostos organicos e inorganicos também sao utilizados
como fontes de nitrogénio. Aminoécidos de 4cidos organicos do ciclo de Krebs sdo boas
fontes de nitrogénio para a formacdo dos esclerddios. A relacdo carbono/nitrogénio

(C/N) e a forma do nitrogénio com relagdo ao C/N podem afetar a producdo de
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esclerédio. A supressdo da glicélise e ciclo de Krebs e a estimulacdo da rota pentose
fosfato estdo envolvidos durante a compactacdo e maturagdo do esclerodio (WONG;
WILLETS, 1974). A trianose estd envolvida na iniciagdo do esclerédio e o fenol na
formacao da superficie escura.

S. sclerotiorum pode produzir esclerédios anormais. Segundo Huang (1983), o
primeiro relato de esclerédios anormais ocorreu em Manitoba, durante 1977-1979, em
plantas de girassol. Os esclerddios sdo ditos anormais quando apresentam a superficie
enrugada e descoloracdo dos tecidos medulares comparados com esclerédios normais,
que apresentam tecido interno medular branco e superficie lisa. De acordo com Huang;
Kozub (1994), esclerédios anormais perdem a viabilidade mais rdpida, comparados com
os normais, ¢ a redu¢do na longevidade € proporcional ao grau de malformagao. A
viabilidade dos esclerédios diminuiu com o aumento da temperatura de 0,5 a 30°C e,
dentro de cada temperatura, a taxa de viabilidade dos esclerédios reduziu com o
aumento do periodo de armazenamento e grau de anomalia.

Diversos meios para a producdo de esclerédios de S. sclerotiorum foram
relatados. Ferraz; Café Filho (1998) estudaram os meios aveia, batata, cenoura, cenoura
+ batata, feijao e sorgo, isoladamente ou combinados com fubd na concentracdo de 20%
p/p. Os meios feijdo e cenoura + batata com adi¢do de fuba promoveram maiores
producdes de esclerddios. Lima et al (1997) avaliaram os substratos abdbora-moranga,
batata, beterraba e cenoura, aos 15, 30 e 45 dias apds a incubacdo. O peso total de
esclerédios para cada substrato testado foi de 115,89 g (15 dias), 103,72 g (30 dias) e
126,82 g (45 dias). Os substratos batata (15, 30 e 45 dias), cenoura (15, 30 e 45 dias) e
abobora (45 dias) foram os melhores.

Os substratos batata, cenoura, chuchu e abdébora foram inoculados com isolados
de S. sclerotiorum obtidos de feijao, canola, abobrinha, repolho e alface para producao
de esclerédios. O maior nimero de esclerédios foi obtido no substrato batata para os
isolados de repolho, alface, canola e feijao, e para o isolado de abobrinha em chuchu
(LIMA et al. 1997).

Os meios de cultura a base de sorgo, arroz, milho, trigo e fuba de milho foram
estudados por Rios et al. (1996). Os autores verificaram que os meios a base de graos de
sorgo e arroz promoveram maior nimero de esclerodios e peso de esclerodios. As
menores quantidades de esclerddios ocorreram nos meios a base de fubd de milho e
graos de trigo. Prasad et al. (1988) cultivaram esclerddios de S. sclerotiorum em meios

de 4gar com extratos de coentro, feijao rajma e feijao-de-corda e verificaram que o meio
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contendo feijdo-de-corda promoveu maior producao de esclerddios, sendo que nenhum
esclerddio, foi observado no meio contendo extrato de coentro.

Fernandes et al. (1993) avaliaram os meios a base de vegetais, como cenoura,
mandioquinha-salsa, repolho, vagem, alface e BD (Batata — Dextrose), na auséncia e
presenca de fubd de milho. Os melhores meios foram repolho e cenoura, e todos os
meios contendo fubd produziram mais esclerédios que os seus correspondentes sem
fuba. Nasser et al. (1995) testaram um novo método para producdo massal de
esclerédios de S. sclerotiorum a base de cenoura e conseguiram produzir 112 g de
esclerédios em 1,9 kg de cenoura. Nelson et al. (1988) propuseram um meio composto
de 54 g de fubd, 3,5 g de vermiculita, 37 ml de solucdo de 4cido casamino a 1% e
extrato de levedura a 1%, colocados em frascos de 1000 ml e o potencial osmético
ajustado a — 25 bars.

A influéncia do meio de producdo de esclerédios na producdo posterior de
apotécios foi estudada por Budge e Whipps (1991). Os autores verificaram que meios
com alta concentrac¢do de sacarose interferiu negativamente na produgao subseqiiente de
apotécios. Em baixas concentracdes de sacarose, os esclerodios formaram apotécio mais
rapidamente e em maior nimero. Segundo Chaves (1964), os esclerédios apresentam
grande variabilidade de tamanho, de 2 a 20 mm de comprimento e de 2 a 10 mm de
diametro. Dillard et al. (1995) verificaram que o maior nimero de apotécios estd
diretamente proporcional ao aumento do tamanho dos esclerédios. De acordo com
Ferraz e Café Filho (1998), esclerédios com didmetros entre 2,4 € 6,3 mm nao diferiram
quanto a habilidade de formar apotécios “in vitro™.

Os esclerddios devem ser colocados em substratos com poucos nutrientes para
favorecer a germinacdo carpogénica (LETORNEAU, 1979), como filtro de papel
molhado em placas de Petri (BUDGE e WHIPPS, 1991). Os substratos de incubacdo
como areia, composto organico, agar-agua e composto + areia favoreceram igualmente
a formacio de apotécios (FERRAZ e CAFE FILHO, 1998). Segundo Dillard et al.
(1995), a temperatura 6tima de acondicionamento dos esclerédios de S. sclerotiorum
esteve em torno de 8 a 16°C, quando testados a 4, 8, 16 e 24°C.

Plantas da familia Brassicaceae que sdo utilizadas como meio de cultura para
producdo de esclerddios de S. sclerotiorum, como o repolho (Fernandes et al., 1993),
vém sendo utilizadas também em biofumigacdo do solo para controle de patégenos,
inclusive S. sclerotiorum. A biofumigacao consiste na incorpora¢do de matéria organica

ao solo, principalmente residuos de brassicas e residuos ricos em nitrogé€nio, que
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durante a decomposi¢do produzem substancias toxicas aos fitopatdégenos, reduzindo sua
viabilidade no solo.

O uso de plantas da familia Brassicaceae se deve ao fato delas possuirem um
grupo de metabodlitos secundarios denominados glucosinolatos (MOJTAHEDI et al.,
1993; POTTER et al., 1998). Os glucosinolatos encontrados em todos os tecidos da
planta, apos sofrerem hidrdlise, liberam compostos de enxofre que sdo toxicos a
diversos microrganismos do solo (GAMLIEL; STAPLETON, 1993).

O efeito dos produtos da hidrélise dos glucosinolatos tem sido comprovado em
plantas daninhas (HARAMOTO; GALLANTD, 2004), Heterodera glycines,
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne exigua, Meloidogyne
mayaguensis (LIMA, 2006), Fusarium oxysporum (SMOLINSKA et al., 2003),
Pseudomonas marginalis (CHARRON et al., 2002), Rhizoctonia solani (CHUNG et al.,
2002), entre outros. Yamagata et al. (2007) avaliaram o efeito dos extratos de couve-
manteiga (Brassica oleracea var. acephala), brécolis (B. oleracea var. italica), repolho
(B. oleracea var. capitata) e acelga (Beta vulgaris var. ciela), sobre o crescimento
micelial de S. sclerotiorum. Os tratamentos com couve-manteiga e brocolis
promoveram redugdo significativa no crescimento micelial, na dosagem de 20%.
Entretanto, o extrato de couve-manteiga, nas concentracdoes de 2 e 5%, estimulou o
crescimento do fungo. Enquanto que os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente da testemunha.

Fan et al. (2008) estudaram diferentes concentra¢des de couve-rabano (Brassica
oleraceae var. caulorapa) sobre o crescimento micelial de Fusarium culmorum,
Sclerotinia  sclerotiorum, Ceratocystis fimbriata e Verticillium dahliae. Os autores
verificaram que para Fusarium culmorum e Sclerotinia sclerotiorum a maior supressao
do crescimento micelial foi diretamente proporcional ao aumento das concentragdes.
Ceratocystis fimbriata e Verticillium dahliae apresentaram maior sensibilidade a
biofumigacio pela planta de couve-rdbano. Para o controle de patégenos, utilizando a
biofumigacdo com couve-rdbano, deve-se levar em consideragdo o patégeno em estudo,

uma vez que os mesmos podem apresentar sensibilidades diferentes.
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia e Protecao de

Plantas, LAMIP, da Universidade Federal de Uberlandia, MG.

5.1 Obtencao do isolado de Sclerotinia sclerotiorum

O isolado foi obtido de esclerddios formados no interior da haste de soja,
provenientes de campos comerciais de Jatai-GO. Os esclerédios foram previamente
desinfestados em dlcool 50% e hipoclorito de sddio a 0,5%, diluidos em dgua destilada
estéril, por 30 e 60 segundos, respectivamente. Em seguida, os esclerédios foram
enxaguados em dgua destilada estéril para serem transferidos para placas de Petri
contendo meio BDA. As placas de Petri foram incubadas a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12

horas, luz fluorescente, para germinagdo miceliogénica e formacdo de esclerddios.

5.2 Producao de esclerédios em meios de cultura a base de vegetais

A producdo de esclerddios foi avaliada em 11 meios de cultura a base de
vegetais (Tabela 1), isoladamente ou complementados com fub4d, na proporcao de 20%
p/p, segundo Ferraz e Café Filho (1998).

Os frascos de Erlenmeyer de 500 ml contendo os meios foram autoclavados por
20 minutos a 120°C e, ap6s 12 horas de resfriamento, receberam cinco discos de micélio
de sete dias de idade com seis mm de didmetro, originados em BDA a partir de
esclerédios (FIGURA 1). Para coloniza¢do dos meios, os frascos foram incubados a
temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, por 30 dias consecutivos, de acordo

com Ferraz; Café Filho (1998).
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TABELA 1 — Composi¢do dos meios de cultura a base de vegetais para producio de
esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum. UFU, Uberlandia, 2008.

Meio de Cultura

Composi¢ido/Orgio Botinico Estudado

Feijao

Feijao + Fuba
Batata

Batata + Fuba
Cenoura
Cenoura + Fuba
Soja

Soja + Fuba
Vagem

Vagem + Fubd
Abdbora
Abdébora + Fuba
Tomate

Tomate + Fuba
Repolho
Repolho + Fubd
Girassol
Girassol + Fuba
Couve-flor

Couve-flor + Fuba

Batata Doce

Batata Doce + Fuba

100 g de graos* + 10 ml de 4gua

100 g de grdos* + 20 g de fuba + 15 ml de agua

100 g de tubérculo com casca e picado + 10 ml de 4gua
100 g de tubérculo com casca e picado + 20 g de fuba + 15 ml de dgua

100 g de raiz com casca e picada

100 g de raiz com casca e picada + 20 g de fuba
100 g de graos* + 10 ml de 4gua

100 g de grdos* + 20 g de fuba + 15 ml de agua

100 g de fruto picado + 10 ml de 4dgua
100 g de fruto picado + 20 g de fuba + 15 ml de agua
100 g de fruto com casca e picado + 10 ml de dgua
100 g de fruto com casca e picado + 20 g de fuba + 15 ml de 4gua

100 g de fruto com casca e picado

100 g de fruto com casca e picado + 20 g de fuba

100 g de folha picada + 10 ml de dgua
100 g de folha picada + 20 g de fubd + 15 ml de dgua

100 g de graos* + 10 ml de 4gua

100 g de grdos* + 20 g de fuba + 15 ml de agua

100 g de inflorescéncia picada + 10 ml de dgua

100 g de inflorescéncia picada + 20 g de fubd + 15 ml de 4gua
100 g de raiz com casca e picada + 10 ml de agua
100de raiz com casca e picada + 20 g de fuba + 15 ml de dgua

*QOs graos foram imersos em dgua destilada por 12 horas, segundo Ferraz; Café Filho

(1998).

FIGURA 1 — Meio de cultura abébora com fuba de milho (A) e sem fub4 (B) inoculado
com discos de micélio de Sclerotinia sclerotiorum nos Erlenmeyers. UFU, Uberlandia,

2008.
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5.3 Influéncia de concentracoes de fuba de milho, trigo e farinha de mandioca

associadas ao meio de cultura feijao na producio de esclerédios

Concentragdes de 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 e 100% de fuba de milho, farinha de
mandioca e trigo para “kibe” foram estudadas em adi¢@o ao substrato feijdo, totalizando
um peso constante de 100 gramas de meio + 30 ml de dgua destilada para cada frasco de
Erlenmeyer de 500 ml. Os graos de feijio foram umedecidos em &4gua destilada
previamente por 12 horas.

Os frascos foram autoclavados por 20 minutos a 120°C e, apds 12 horas de
resfriamento, receberam cinco discos de micélio de nove dias de idade com 6 mm de
diametro, originados em BDA a partir de esclerédios (FIGURA 2). Em seguida, os
frascos foram incubados a temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, por 45

dias consecutivos, segundo Lima et al., 1997, para a coloniza¢do dos meios (FIGURA

3).

FIGURA 2 — Meio de cultura feijdo na concentragdo de 50% complementado com trigo
(A), fuba de milho (B) e farinha de mandioca (C) a 50%, contendo discos de micélio de
Sclerotinia sclerotiorum nos Erlenmeyers. UFU, Uberlandia, 2008.
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FIGURA 3 — Incubagdo em camara durante 45 dias para coloniza¢do dos meios. UFU,
Uberlandia, 2008.

5.4 Avaliacoes

Decorrido o periodo de incubacdo para os dois experimentos, os esclerédios
foram separados do meio original através de lavagem em 4gua corrente sobre peneiras
de 2 mm. Apds a lavagem, os esclerédios foram secos, em condi¢des de laboratorio,

sobre papel toalha por 48 horas para posterior contagem, pesagem € armazenagem
(FIGURA 4).

FIGURA 4 — Lavagem (A), secagem (B) e armazenagem (C) de esclerédios. UFU,
Uberlandia, 2008.
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5.5 Determinacio do rendimento de esclerddios

O rendimento foi calculado através da férmula abaixo proposta por Juliatti

(1985):

Rendimento (%) = Peso (g) dos esclerddios totais beneficiados x 100

Peso do Meio (g)

5.6 Delineamento experimental

O ensaio 5.2 foi conduzido em delineamento experimental de blocos
casualizados em esquema fatorial de 11 (meios) x 2 (adicdo de fubd) com quatro
repeticoes. Em relacdo ao ensaio 5.3, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial de 8 (concentracdes) x 3 (complementos), com quatro
repeticoes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, pelo teste de F, a 1% de
significancia. Para valores quantitativos (ensaio 5.3), aplicou-se regressao e para dados
qualitativos, aplicou-se teste de Tukey (ensaio 5.2 “com e sem fubd de milho™) e ensaio
5.3 (meios fubd de milho, trigo e farinha de mandioca) e teste de Scott-Knot para o

ensaio 5.2 (meios vegetais), por meio do software SISVAR (FERREIRA, 2000).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Influéncia de meios de cultura na producao de esclerédios

A adicdo de fuba teve efeito significativo sobre o rendimento € o nimero de
esclerédios (Anexos 1A e 2A). Observando-se a FIGURA 5, verifica-se que apds o
terceiro dia de incubacdo havia aglomerados de micélio dando inicio a formacdo de
esclerddios, sendo que no quinto dia apds, os esclerddios ja se encontravam escuros. O
meio “feijao”, com e sem fubd, proporcionou maior rendimento de esclerédios com 21,7
e 17,9%, respectivamente, concordando com os resultados de FERRAZ e CAFE FILHO
(1998) que obtiveram maior produgdo de esclerédios com este meio (FIGURA 6). Isto
pode ser explicado pelo fato do alimento feijdo apresentar maior conteido de
carboidrato em relagdo aos demais alimentos utilizados na preparacdo dos meios
(Anexo 7A). Este alimento além de apresentar maior contetido de carboidrato contém
também os macronutrientes fosforo, potassio e magnésio (PURDY; GROGAN, 1954) e
o micronutriente zinco (VEGA; LETORNEAU, 1974), considerados essenciais na
formacdo de esclerédios. Budge; Whipps (1991) verificaram que aumentos crescentes
da concentracdo de sacarose no meio de producdo de esclerédios resultaram em maior
peso fresco e numero de esclerddios, parecendo existir uma relacdo direta entre
conteddo de carboidrato e produgdo de esclerddios.

Quanto ao ndmero de esclerédios, os meios girassol e feijdo complementados
com fubd produziram 496 e 415 esclerddios, respectivamente (FIGURA 7). O meio
repolho proporcionou menor quantidade de esclerddios, discordando dos resultados de
Fernandes et al. (1993) que observaram que os meios repolho e cenoura foram os mais
promissores na producdo de esclerddios, quando comparados com mandioquinha-salsa,
vagem, alface e BD (Batata — Dextrose) na auséncia e presenca de fuba de milho.

A baixa capacidade do meio repolho em formar esclerédios pode ser explicada
em funcdo destas plantas possuirem um grupo de metabdlitos secundarios denominados
glucosinolatos (MOJTAHEDI et al., 1993; POTTER et al., 1998), que apds sofrerem
hidrdlise, liberam compostos de enxofre que sdo téxicos a diversos microrganismos do
solo (GAMLIEL; STAPLETON, 1993), inclusive S. sclerotiorum (YAMAGATA et al.,
2007, FAN et al. 2008). Fatores como efeito de cultivar, modo de preparo e isolado de

S. sclerotiorum provavelmente podem influenciar na producao de esclerddios.
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FIGURA 5 - Inicio da formagdao de esclerddios apds o 3° dia de incubagdo (A) e
presenca de esclerddios ja formados no 5° dia (B), em meio de cultura abébora. UFU,
Uberlandia, 2008.

O meio girassol, por ter proporcionado maior ndmero de esclerédios, pode ser
utilizado em experimentos que demandam maior nimero de particulas infectivas.
Entretanto, este meio de cultura ndo € o mais pratico na separagdo dos eclerddios
comparado aos demais, por ter apresentado grande aderéncia dos esclerddios aos graos,
dificultando a separacdo dos esclerddios através de lavagem. Segundo Ferraz (1996),
esclerédios com restos de meio de cultura, quando inoculados ao solo para estudos,
podem levar a formacgdo de esclerddios secunddrios e conseqiientemente aumentar o
indculo inicial. Segundo Adams; Tate (1976), os esclerddios, antes de infectarem
plantas de alface através de micélio, colonizam inicialmente a matéria organica nao
viva, e podem assim formar esclerddios secunddrios.

Lima et al. (1998) obtiveram maior nimero de esclerddios utilizando o substrato
batata comparado a cenoura, chuchu e abdbora, quando inoculados com isolados de
repolho, alface, canola e feijdo, enquanto que para o isolado de abobrinha o substrato
chuchu foi o melhor. Ferraz (1996) também verificou que o efeito do isolado interfere

na producdo de esclerdédios em meio de cultura.
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FIGURA 6 — Efeito de meios de cultura no rendimento de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum. Médias seguidas de letras minudsculas diferem os meios e médias
maiusculas diferem presenga e auséncia de fubd, a 1% de significancia, pelo teste de
Tukey.
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FIGURA 7 — Efeito de meios de cultura no nimero de esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum. Médias seguidas de letras minudsculas diferem os meios e médias
maiusculas diferem presenga e auséncia de fubd, a 1% de significancia, pelo teste de
Tukey.
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6.2 Influéncia de concentracdes de fuba de milho, trigo e farinha de mandioca

associadas ao meio de cultura feijao na producio de esclerédios

Houve efeito significativo tanto para rendimento de esclerédios como para
nimero de esclerédios a 1% de probabilidade (Anexos 3A e 4A). O rendimento e o
nimero de esclerddios, em funcdo das concentragdes de fubd de milho, farinha de
mandioca e trigo para “kibe”, foram melhores ajustados ao modelo quadratico. A
excecdo foi para farinha de mandioca em relacdo ao nimero de esclerédios, em que o
melhor modelo foi o linear (FIGURAS 8 e 9). O rendimento e o nimero de esclerédios
diminuiram com o incremento das concentracdes de fubd de milho, farinha de mandioca
e trigo.

O meio feijao, complementado com fuba de milho (Y = 14,874 + 0,2825x —
0,0042x%, R” = 0,89) e trigo (Y = 12,923 + 0,3862x — 0,0052x%, R* = 0,92) foi o mais
promissor no rendimento de esclerédios, quando comparado a farinha de mandioca (Y =
11,946 + 0,0147x — 0,0016x2, R?= 0,85) (FIGURA 8). Estes resultados contrastam com
os obtidos por Rios et al. (1996) em que trigo e fubd de milho responderam por menor
quantidade de esclerddios, quando comparados aos meios a base de sorgo, arroz, milho.
Nas concentragdes estudadas de 85 e 100% de farinha de mandioca, ndo houve
formacao de esclerddios. Isto provavelmente pode ser explicado pelo fato da quantidade
de 4gua ndo ter sido suficiente para umedecer o meio de cultura, uma vez que o
potencial osmético interfere na formacao de esclerédios (LETORNEAU, 1979).

As concentragdes de 20 e 35% de farinha de mandioca e fubd de milho
proporcionaram 14,3 e 13% e 20,1 e 22,6% de rendimento de esclerddios,
respectivamente. Em relagdo ao trigo, as concentragdes de 20 e 65% renderam 20,2 e
19,4% de esclerddios, respectivamente. O complemento trigo resultou em maior nimero
de esclerddios do que fubd de milho, quando as concentra¢des estudadas foram 20, 35,
50 e 65%. Em geral, tanto para fubd de milho (Y = 415,41 + 0,0358x — 0,0326x%, R* =
0,94), farinha de mandioca (Y = 429,59 — 4,4668x (R2 = 0,94) e trigo (Y = 395,74 +
12,893x — 0,1709X2, R = 0,9361), o efeito da concentracdo de 20% proporcionou maior
rendimento e nimero de esclerodios (FIGURA 9).

Ferraz; Café Filho (1998) e Budge; Whipps (1991) relataram que o aumento de
carboidratos nos meios de cultura favorece a maior formacdo de esclerddios. Isto
explica o fato do meio de cultura feijao complementado com fuba de milho e trigo ter

sido superior na formacao de esclerédios, quando comparado ao meio contendo apenas
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feijdo, uma vez que o alimento feijao é pobre em carboidratos, em relagdo ao fubd de

milho e trigo (Anexo 7A). Entretanto, o mesmo ndo foi verificado quando se estudou o

meio de cultura feijao combinado com farinha de mandioca, sendo que farinha de

mandioca apresenta maior contetido de carboidrato em relagdo ao fubd de milho e trigo,

parecendo existir a influéncia de outros elementos na formacgao de esclerddios.
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FIGURA 8 — Efeito das concentragdes (%) de fubd de milho (A), farinha de mandioca
(B) e trigo para “kibe” (C) associadas ao meio de cultura feijao no rendimento (%) de
esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum. UFU, Uberlandia, 2008.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que a obtencao de esclerddios pode ocorrer através de varios meios
de cultura. O que determina a escolha do meio a ser utilizado é a disponibilidade dos
componentes no preparo do meio, a quantidade e praticidade de obtencdo de particulas
infectivas necessdrias para estudo e o custo econdmico.

Os meios feijao e girassol complementados com fubd foram os mais promissores
no rendimento e nimero de esclerddios.

A concentracio de 20% de fubd de milho e trigo para “kibe” associada ao meio
de cultura feijao proporcionou maior formagao de esclerddios.

Sugere-se estudos posteriores na tentativa de isolar o efeito de cada substancia
presente nos meios de cultura em estudo para caracterizar o efeito destas durante a

formacdo de esclerddios.
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ANEXOS

Anexo 1A — Analise de variancia dos dados referentes ao nimero de esclerédios em
funcdo do efeito dos meios a base de vegetais com e sem adicdo de fubd. UFU,
Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meios 10 790096,34 790009,68 120,71 0,0001%*
Fubé 1 187498,23 187498,23 286,45 0,0001%*
Meios*Fubi 10 61739,52 6173.,95 9,43 0,0001%*
Repeticio 3 889,00 296,33 0,45 0,7162"
Erro 63 41237,50 654,56

CV (%) 10,05

*#* Significativo a 1% de significincia, pelo teste de F. "> Nio significativo.

Anexo 2A — Analise de varidncia dos dados referentes ao rendimento de esclerodios em
funcdo do efeito dos meios a base de vegetais com e sem adicdo de fubd. UFU,
Uberlandia, 2008.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Meios 10 1329, 46 132,95 218,98 0,0001**
Fuba 1 793,74 793,74 1307,37  0,0001%*%*
Meios*Fuba 10 84,88 8,49 13,98 0,0001**
Repetigdes 3 2,38 0,8 1,31 0,2786™
Erro 63 38,25 0,61

CV (%) 7,63

#* Significativo a 1% de significAncia, pelo teste de F. ™ Nio significativo.

Anexo 3A — Analise de variancia dos dados referentes ao nimero de esclerédios em
fun¢do do efeito das concentragdes de fuba de milho, farinha de mandioca e trigo para
“kibe”. UFU, Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragdes 7 1609003,99 229857,71 73,83 0,0001*%*
Complementos 2 487175,69 243587,85 78,23 0,0001%**
Conc.*Compl. 14 405914,97 28993,93 9,31 0,0001*%*
Erro 48 149451,33 3113,57

VC (%) 17,25

** Significativo a 1% de significancia, pelo teste de F.
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Anexo 4A — Andlise de varidncia dos dados referentes ao rendimento de esclerédios em
funcdo do efeito das concentragdes de fubd de milho, farinha de mandioca e trigo para
“kibe”. UFU, Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Doses 7 239487 342,13 79,56 0,0001 %
Complementos 2 617,77 308,88 71,83 0,0001%*
Doses*Compl. 14 342,81 24,49 5,70 0,0001#*
Erro 48 206,40 430

CV (%) 17,62

** Significativo a 1% de significancia, pelo teste de F.

Anexo 5A — Custo de produgdo de meios de cultura a base de vegetais referente a 100
gramas de meio. UFU, Uberlandia, 2008.

Meio de Cultura Custo de Produgdo (R$)
Feijao 0,50
Feijao + Fuba 0,53
Batata 0,15
Batata + Fuba 0,18
Cenoura 0,20
Cenoura + Fuba 0,23
Soja 0,05
Soja + Fuba 0.08
Vagem 0,60
Vagem + Fuba 0,63
Abodbora 0,10
Abdbora + Fuba 0,13
Tomate 0,35
Tomate + Fuba 0,38
Repolho 0,08
Repolho + Fuba 0.11
Girassol 0,05
Girassol + Fuba 0,08
Couve-flor 0,48
Couve-flor + Fuba 0,51
Batata Doce 0,13
Batata Doce + Fuba 0,16
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Anexo 6A — Custo de producdo de meios de cultura em funcdo das concentracdes de
fubd de milho, farinha de mandioca e trigo para “kibe”, quantidade de 100 gramas de
meio. UFU, Uberlandia, 2008.

Meios/Concentragdes Custo de Produgao

(R$)
0% de Farinha de mandioca + 100% de feijao 0,50
5% Farinha de mandioca + 95% de feijao 0,50
20% de Farinha de mandioca + 80% de feijao 0,49
35% Farinha de mandioca + 65% de feijao 0,51
50% de Farinha de mandioca + 50% de feijao 0,47
65% de Farinha de mandioca + 35% de feijao 0,47
85% de Farinha de mandioca + 15% de feijao 0,45
100% de Farinha de mandioca + 0% de feijao 0,44
0% de Trigo para “kibe” + 100% de feijao 0,50
5% de Trigo para “kibe” + 95% de feijao 0,50
20% de Trigo para “kibe” + 80% de feijdo 0,50
35% de Trigo para “kibe” + 65% de feijao 0,49
50% de Trigo para “kibe” + 50% de feijdo 0,49
65% de Trigo para “kibe” + 35% de feijdo 0,49
85% de Trigo para “kibe” + 15% de feijao 0,48
100% de Trigo para “kibe” + 0% de feijdo 0,48
0% de Fubé de milho + 100% de feijao 0,50
5% de Fubé de milho + 95% de feijdo 0,49
20% de Fubd de milho + 80% de feijao 0,43
35% de Fubé de milho + 65% de feijdo 0,48
50% de Fubd de milho + 50% de feijao 0,33
65% de Fubd de milho + 35% de feijdo 0,28
85% de Fubé de milho + 15% de feijdo 0,21
100% de Fuba de milho + 0% de feijao 0,15
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Anexo 7A — Composi¢ao de alimentos utilizados na preparagao de meios de cultura referente a uma porgao de 100 g.

. Proteina Carboidrato Cinzas Célcio Magnésio Manganés Foésforo Ferro Sédio
Alimentos

(8 (8 (g  (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Tomate Cru' 1,1 3,1 0,5 7 11 0,07 20 02 1
Cenoura Crua' 1,3 7,7 0,9 23 11 0,05 28 0,2 3
Abébora Cabotid Crua' 1,7 8,4 0,8 18 9 0,11 26 04 Tr
Batata Doce Crua! 1,3 28,2 0,9 21 17 0,18 36 04 9
Soja Cozida® 20,0 19,0 * 131 * * 322 49 4
Girassol’ 21,43 17,86 * 117,86 * * 71429 6,79 3,57
Feijao Carioca Cru! 20,0 61,2 3,5 123 210 * 385 8,0 Tr
Repolho Cru' 0,9 3,9 0,4 35 9 0,13 14 0,2 4
Couve-flor Crua' 1,9 4,5 0,6 18 12 0,16 57 0,5 3
Vagem Crua' 1,8 5,3 0,5 41 18 0,5 28 04 Tr
Batata Inglesa Crua' 1,8 14,7 0,6 4 15 0,10 39 0,4 Tr
Fub4 de milho Cru' 7,2 78,9 0,6 3 41 108 0,9 Tr
Farinha de Mandioca Torrada' 1,2 89,2 1 76 40 0,37 39 1,2 10
Trigo para “Kibe™ 16,0 85,0 * 49 * * 446 52 4

“...Continua...”

49



“TABELA 4, Cont.”

Potassio Cobre Zinco Retinol Tiamina Riboflavina Piridoxina Niacina Vitamina

Alimentos (mg) (mg (mg (mcg) (mg  (mp  (mg (mg) C(mg)
Tomate Cru' 222 0,04 0,1 NA 0,12 Tr 0,02 * 21,2
Cenoura Crua' 315 0,05 0,2 NA Tr Tr 0,05 * 5,1
AbGbora Cabotid Crua' 351 0,06 0,3 NA Tr Tr 0,10 * 5,1
Batata Doce Crua! 340 0,11 0,2 NA 0,06 Tr 0,10 * *
Soja Cozida® 972 * * * 0,38 0,16 * 1,1 *
Girassol” 696,43 * * * 2,32 0,25 * 4,64 *
Feijao Carioca Cru' 1352 0,79 29 NA 0,17 Tr 0,65 4,02 *
Repolho Cru' 150 0,02 0,2 NA Tr 0,03 0,06 * *
Couve-flor Crua' 256 0,03 03 NA 0,03 0,09 0,10 * *
Vagem Crua' 208 0,06 03 NA Tr 0,08 Tr * *
Batata Inglesa Crua' 302 0,09 0,2 NA 0,10 Tr 0,15 * 31,1
Fubé de milho Cru' 168 0,08 1,1 NA 0,25 Tr Tr 0,75 *
Farinha de Mandioca Torrada’ 328 Tr 0,4 NA Tr Tr 0,81 Tr Tr
Trigo para “Kibe? 444 * * * 0,66 0,14 * 5,2 *
Fonte: NEPA-UNICAMP, 2006; “EMEDIX, 2008.

Tr = traco
* = sem informacgao

50



CAPITULO 3

INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Sclerotinia sclerotiorum
ATRAVES DE OLEO E EXTRATOS VEGETAIS






1 RESUMO

GARCIA, RICCELY AVILA. Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum através de oleo e extratos vegetais. UFU. 2008. 28 p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia'.

O uso constante de defensivos agricolas na agricultura tem despertado a busca por
produtos naturais e sistemas de produg¢do que causem menos impacto ao homem e ao
meio ambiente. As plantas, por apresentarem uma diversidade de substancias em sua
composi¢do, muitas vezes com potencial fungicida ou fungistitico, vém sendo
estudadas para sintese de novos fungicidas no futuro como também na indugdo de
resisténcia as plantas, ou ainda, serem utilizadas diretamente pelo produtor com a
aplicacdo do extrato da planta cultivada. Considerando a importancia do patégeno S.
sclerotiorum para cultura da soja e demais culturas, este trabalho teve como objetivo
estudar o efeito de dleo e extratos vegetais sobre o crescimento micelial do fungo.
Concentragdes de 25, 50, 75 e 100 ppm do ingrediente ativo azadiractina do dleo de
Azadirachta indica foram estudadas em associagdo as doses de 0, 1/3, 1/6, 1/8 e 1/10 do
6leo de Pongamia glabra. As doses de P. glabra foram obtidas sobre o volume do éleo
de A. indica utilizado para obter as concentracdes de 25, 50, 75 e 100 ppm de A. indica.
No ensaio de extratos vegetais, as plantas estudadas foram: aroeirinha (Schinus molle
L.), mentrasto (Ageratum conyzoides L.), alfafaca (Ocimum spp. L.), losna (Artemisia
absinthium L.), jamboldo (Syzygium cumini (L.) Skeels), arruda (Ruta graveolens L.),
mandioca (Manihot esculenta Crantz), Santa Barbara (Melia azedarach L.) e pimenta
longa (Piper aduncum L.) Os extratos vegetais foram incorporados ao meio BDA na
concentracdo de 30%. As partes botanicas estudadas foram as folhas, com excecdo de
pimenta longa que, além da folha, estudou-se o fruto. Para os dois ensaios, o tratamento
testemunha foi utilizado como controle negativo e o fungicida procimidone a 10 ppm do
ingrediente ativo como controle positivo. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 3 repeticdes (ensaio — Oleos vegetais) e 5 repeticoes
(ensaio — extratos vegetais). Os tratamentos foram adicionados apds a autoclavagem do
meio BDA, com a temperatura baixa. Apds a solidificacdo do meio, discos de micélio
de 6 mm de diametro foram depositados no centro das placas de Petri, e estas foram
incubadas a temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas por 48 horas. As
avaliacdes foram iniciadas 24 horas apds a incubagdo, perdurando até 48 horas apds,
momento em que as colonias flingicas do tratamento testemunha atingiram toda a
superficie do meio. Através dos dados, calculou-se a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial. Os resultados demonstraram que a maior inibi¢do do crescimento
micelial foi diretamente proporcional ao aumento das concentragdes de A. indica e P.
glabra. A interacdo entre A. indica e P. glabra foi significativa, sendo a dosagem de 1/3
de P. glabra a mais eficiente com 65% de inibicdo. Nenhuma dosagem inibiu o
crescimento em 100% igual ao fungicida procimidone. Quanto aos extratos vegetais, o
fruto de Piper aduncum foi o mais promissor sobre a redu¢do do crescimento micelial,
com 43% de inibicao.

Palavras-chave: S. sclerotiroum, extratos aquosos e Oleos vegetais, crescimento
micelial.

! Comité Orientador: Prof. Dr. Fernando César Juliatti — UFU
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2 ABSTRACT

GARCIA, RICCELY AVILA. Sclerotinia sclerotiorum mycelial growth inhibition
with vegetable essential oils and extracts. UFU. 2008. 28 p. Dissertation (Master’s
degree in Agriculture/Phytopathology) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia'.

The constant use of pesticides in agriculture has brought an interest for the search of
natural products and production systems that cause less impact on man and the
environment. Plants present a great diversity of substances in their composition and,
oftentimes, these can present fungicide or fungistatic potential, and are being studied for
the synthesis of new fungicides as well as for the induction of plant resistance, or, still,
to be used directly by the farmer in the form of plant extracts on the crops. Considering
that S. sclerotiorum is one of the most important pathogens in soybeans and other crops,
this study analyzed the effect of vegetable oils and water extracts on the fungus
mycelial growth. Concentrations of 25, 50, 75 and 100 ppm of the active ingredient
azadiractine of Azadirachta indica oil were studied in association with the doses of 0,
1/3, 1/6, 1/8 and 1/10 of Pongamia glabra oil. The doses of P. glabra were obtained in
relation to the volume of A. indica oil used to obtain the concentrations 25, 50, 75 and
100 ppm of A. indica. The trial with vegetable water extracts used the following plants:
Peruvian pepper tree (Schinus molle L.), goatweed (Ageratum conyzoides L.), holy basil
(Ocimum spp. L.), absinth wormwood (Artemisia absinthium L.), jamun (Syzygium
cumini (L.) Skeels), common rue (Ruta graveolens L.), cassava (Manihot esculenta
Crantz), white cedar (Melia azedarach L.) e matico (Piper aduncum L.). The vegetable
extracts were incorporated to PDA at the concentration of 30%. The plant parts
analyzed were the leaves, with the exception of the pepper, which, besides the leaves,
the fruit was also tested. The control treatments were non amended PDA as a negative
control and the fungicide procimidone at 10 ppm active ingredient as a positive control.
The experimental design was completely randomized, with three repetitions (test of
vegetable oils) and 5 repetitions (test of vegetable water extracts). The treatments were
added after autoclaving the medium PDA, at low temperature. Subsequent to media
solidification 6-mm diameter mycelial disks were inoculated on the center of the Petri
plates and incubated at 22 + 3°C and 12 hours lighting for 48 hours. Evaluations started
24 hours after inoculation and lasted for 48 hours, when the negative control treatment
had taken the whole plate surface. Mycelial growth inhibition percentage was
calculated. The results indicated that greater mycelial growth inhibition was directly
proportional to increasing concentration of A. indica and P. glabra. The interaction
between A. indica and P. glabra was significant and the dose of 1/3 P. glabra was the
most effective, with 65% inhibition. No dosage inhibited 100% of the mycelial growth
as the fungicide. The water extract of the fruit of Piper aduncum was the most
promising for the reduction of mycelial growth, with 43% inhibition.

Keywords: S. sclerotiroum, water extracts and vegetable oils, mycelial growth.

! Supervisor: Prof. Dr. Fernando César Juliatti —- UFU
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3 INTRODUCAO

A agricultura orgdnica vem aumentando consideravelmente nos dltimos anos,
isto se deve ao crescimento da consciéncia ecoldgica e a busca por alimentos mais
sauddveis. O Brasil possui drea cultivada estimada de 800.000 ha com agropecudria
organica e cerca de 15.000 produtores. A regido centro-oeste detém 65% da drea total
com agropecudria organica, exceto drea com extrativismo, seguida da regido sul (15%),
sudeste (10%), nordeste (9%) e norte (1%) (DIAS, 2008).

Os principais alimentos organicos produzidos no Brasil sdo representados pela
soja que desponta com 31%, seguida de hortalicas (27%) e café (25%). A maior drea
plantada € com frutas (26%), depois cana (23%) e palmito (18%) (AMBIENTE
BRASIL, 2008). A grande expansdo da 4rea de soja organica se deve a crescente
demanda por esse produto, principalmente pelo mercado japonés e europeu. (ORMOND
et al. 2002).

O controle das doengas que afetam a cultura da soja € freqiientemente realizado
com o uso de fungicidas. O uso de fungicidas € proibido nos processos organicos de
producdo e devem ser substituidos por produtos alternativos, conforme as instituicdes
certificadoras preconizam. Os defensivos agricolas podem causar sérios riscos a saude
humana e contaminacdo do meio ambiente, além dos problemas de resisténcia a
fitopatdgenos.

Nesse sentido, € necessdria a busca por métodos alternativos de controle de
doencas que causem menos impacto ao meio ambiente e seja eficiente no manejo de
doencas. Muitas plantas, por apresentarem uma diversidade de substiancias em sua
composi¢do com potencial fungicida ou fungistitico, devem ser estudadas para sintese
de novos fungicidas, como também na inducdo de resisténcia as plantas, ou ainda,
serem utilizadas diretamente pelo produtor com a aplicacdo do extrato da planta
cultivada.

A podridao branca da soja, a qual estd preocupando os sojicultores, apresenta
escassos estudos de métodos alternativos de controle, tanto “in vitro” quanto “in vivo”.
Desta forma, este trabalho objetivou estudar o efeito dos dleos de Azadirachta indica e
Pongamia glabra e extratos de plantas sobre o crescimento micelial de Sclerotinia

sclerotiorum.
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4 REFERENCIAL TEORICO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) € uma planta pertencente a familia
Meliaceae, origindria da India. Do ponto de vista quimico, uma caracteristica comum as
espécies desta familia é a presenca de triterpenos oxigenados, conhecidos como
meliacinas. A azadiractina é o principal composto da planta, entretanto, outros
compostos como triterpendides, geduninas, ninbinm e limindides estdo presentes
(NEVES et al., 2003).

Pongamia glabra pertencente a familia Papilionaceae, é uma arvore conhecida
comumente como karanja na India. A planta é usada na medicina em virias finalidades,
entre elas, como agdo anti-helmintica, em tumores, tlcera e reumatismo (NIRMAL et
al., 2006). De acordo com Neves (informagdo pessoal), Pongamia glabra associada a
Azadiracta indica atua como sinergismo, aumentando a eficiéncia do nim. Como
revisado por NIRMAL et al. (2006), Pongamia glabra apresenta varios componentes na
sua composicdo quimica, entre eles estdo: pongamol, pongaglabrone, pongapin, [-
sisterol, pongaglabol, pongachromene, além de flavondides e taninos (MANDAL et al.,
1984).

Segundo Neves et al. (2003), Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani e Colletotrichum spp. demonstraram sensibilidade aos extratos de A.
indica. Pasini et al. (1997) controlaram o oidio da roseira utilizando extrato de nim FU-
3, a2 0,5%, com pulverizagdes semanais a partir do aparecimento dos primeiros sintomas
da doenca. O resultado foi semelhante ao obtido com o fungicida utilizado. Mello et al.
(2005) verificaram que o 6leo de nim nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 2% reduziram o
crescimento micelial e formacdo de eclerdédios de Sclerotinia sclerotiorum, quando
comparado a testemunha.

Sindhan et al. (1999) testaram o extrato de folhas de nim, produzido com folhas
frescas moidas em dgua na proporcdo de 1:1 (p/v), para o controle do oidio da ervilha
em casa de vegetacdo. O controle mostrou-se eficiente, quando aplicado nas
concentracdes de 10, 20 e 30% no inicio do surgimento dos sintomas. Carneiro (2003)
avaliou o efeito de extratos de folhas e do 6leo de nim sobre o oidio do tomateiro. Os
extratos de folhas de nim ndo foram eficientes no controle do oidio do tomateiro,
enquanto que o 6leo emulsiondvel de nim controlou a doenca, mesmo nas concentragoes

menores, e foi similar ao fungicida utilizado como controle.
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Extratos aquosos de Azadirachta indica e Eucalyptus citriodora foram estudados
sobre os fungos Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina. A inibi¢cdo maxima para
M. phaseolina foi e 72,7%, na concentragdo de 50% do extrato de A. indica, e 54,4%
para E. citriodora. Para S. rolfsii, a concentracdo de 40% de A. indica inibiu em 83%,
enquanto que de E. citriodora inibiu 39,4% (Barbosa et al., 2007).

Pignoni; Carneiro (2005) avaliaram a severidade da antracnose do feijoeiro e da
pinta preta do tomateiro sob diferentes concentracdes de 6leo de nim em casa de
vegetacdo, em aplicacOes preventivas e curativas. A severidade da antracnose no
feijoeiro ndo foi afetada pelo 6leo de nim, mas a da pinta preta no tomateiro foi menor,
quando aspergido a 1% 2 horas antes da inoculacdo. Almeida et al. (2004) estudaram in
vitro extratos de folhas e 6leos essenciais contra o fungo Diaporthe citri e verificaram
que o 6leo de nim foi o mais eficiente na inibicao do crescimento micelial do fungo.

Pontes et al. (2006) estudaram o efeito da incorporagdo de folhas secas e frescas
de A. indica ao solo sobre a murcha bacteriana do tomateiro. Os resultados
demonstraram efeito positivo no controle da murcha bacteriana, destacando-se as
dosagens de 60, 80 e 100 g.I'", e o periodo de incorporacdo de 30 dias.

O 6leo de sementes de nim tem sido testado com sucesso por alguns autores para
o controle de fitopatégenos (Carneiro, 2002), e sua ndo eficiéncia, em relagdo ao extrato
de folhas, deve-se provavelmente a presenga da azadiractina nas sementes
(MARTINEZ, 2002). Segundo Martinez (2002), alguns fatores podem dificultar a
comparac¢do de resultados obtidos por diferentes autores, como o uso de folhas frescas
ou secas na producdo dos extratos, o solvente utilizado e a concentracdo dos extratos,
além de possiveis diferengcas no conteido dos compostos biologicamente ativos
encontrados nas folhas, em funcdo da variacdo genética entre arvores ou da regido
geografica de coleta do material, fato este j& comprovado no caso da azadiractina.
Segundo Castro et al. (2001), fatores fisiologicos, genéticos e ecoldgicos influenciam na
producdo de metabolicos secundarios das plantas medicinais.

Fagan et al. (1998) observaram que o controle do patégeno S. rolfsii, em
condicdes “in vivo”, € eficaz com a utilizacdo de Cymbopogon citratus. A utilizagao de
cobertura do solo com folhas da planta mostrou-se eficiente no controle do patdgeno em
plantas de feijdo cultivadas em casa de vegetacdo, sendo que, aos 30 dias da semeadura,
nao foram constatadas lesdes no colo das plantas, ao contrario da testemunha. Lopes et
al. (2003) avaliaram extratos aquosos de folhas e sementes de mucuna preta sobre o

crescimento micelial de Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
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e Sclerotium rolfsii. Os resultados demonstraram que os fungos tiveram o seu
crescimento micelial significativamente inibido.

O ¢leo essencial de Cymbopogon citratus (capim-limao), a 10%, resultou em
inibicdo total do crescimento micelial de Fusarium solani f.sp. phaseoli, Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani, enquanto que Sclerotium rolfsii apresentou-se menos
sensivel. Em condi¢des de campo, foi observado uma redugdo na incidéncia de F. solani
e R. solani nas parcelas tratadas com suspensao aquosa do 6leo, a 1 e 5%, no sulco de
plantio e em tratamento de sementes, a 0,5% (VALARINI et al. 1995). Cruz et al.
(2007) avaliaram in vivo os extratos aquosos de Rosmarinus officinalis, Ocimum
basilicum, Mentha pipereta e Origanum vulgare sobre o fungo Sclerotium rolfsii em
feijoeiro. Os extratos brutos aquosos das plantas O. basilicum, M. piperita e O. vulgare
foram mais efetivos no controle de S. rolfsii.

Piper aduncum, conhecida vulgarmente como pimenta longa é uma planta
aromdtica da familia Piperaceae, nativa da regiao Amazodnica (SILVA, 2004). Como
revisado por Navickiene et al. (2006), Piper aduncum apresenta na sua composi¢ao
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e fenilpropandides. O 6leo desta piperdcea €
rico em dilapiol, com comprovada acao inibitdria contra fitopatégenos (BASTOS, 1997;
BASTOS; SILVA, 2002), com a vantagem de ser um produto biodegraddvel (SILVA,
2004).

Barbosa et al. (2007) estudaram os extratos de Piper aduncum e Cymbopogon
citratus sobre os fungos Lasiodiplodia theobromae, Dothiorella sp. e Colletotrichum
gloeosporioides e concluiram que o extrato de Piper aduncum foi o mais promissor
sobre a reducdo do crescimento micelial. O efeito do 6leo essencial de Piper aduncum
foi estudado em tratamento de sementes de Vigna unguiculata (LOBATO et al. 2007).
Os autores observaram que o 6leo, na concentracdo de 0,5%, apresentou melhor
custo/beneficio e ndo foi fitotéxico a germinacdo das sementes, além de reduzir os
fungos Aspergillus flavus, Penicillium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kuhn e
Macrophomina phaseolina associados as sementes.

Extratos brutos das folhas de capim-cidreira e arruda, incorporadas na
concentracdo de 25% em BDA e autoclavados, apresentaram inibicdo do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides de 9,5 e 23,5%, respectivamente
(SALVADORI et al. 2003).

O efeito do extrato bruto aquoso de raizes de gengibre (Zingiber officinalis), nas

concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20 e 25%, foi estudado sobre o patégeno S. sclerotiorum
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obtido de plantas de alface. Os resultados demonstraram que a concentragdo do extrato,
a 25%, inibiu em 92,5% o crescimento micelial e 30% a inibicdo de esclerddios. A
massa de gengibre colocada na base de cada planta de alface proporcionou menor
incidéncia da doenca, quando comparada a pulverizacdo do extrato bruto aquoso de
gengibre, acibenzolar-S-metil e dgua. A ativacdo de mecanismos de defesa das plantas
como inducdo de fitoalexinas por gengibre também foi verificada (Rodrigues et al.
2007). Singh; Singh (1984) avaliaram as plantas Allium sativum, Allium cepae,
Azadirachta indica, Ocimum sanictum, Curcuma longa, Zingiber officinale e Cicer
arietnum sobre a germinacdo de ascosporos de S. sclerotiorum e verificaram que o
extrato de folhas de Azadirachta indica proporcionou 18% de inibi¢do, enquanto que o

extrato do rizoma de Zingiber officinale inibiu 100%.
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia e Protecao

de Plantas, LAMIP, da Universidade Federal de Uberlandia, MG.

5.1 Obtencao do isolado de Sclerotinia sclerotiorum

O isolado foi obtido de esclerédios formados no interior da haste de soja,
provenientes de campos comerciais de Jatai-GO. Os esclerédios foram previamente
desinfestados em dlcool 50% e hipoclorito de sddio a 0,5%, diluidos em dgua destilada
estéril, nos tempos de 30 e 60 segundos, respectivamente. Em seguida, os esclerédios
foram enxaguados em dgua destilada estéril para serem transferidos para placas de Petri
contendo meio BDA. As placas de Petri foram incubadas a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12
horas para germinagdo miceliogénica e formagdo de esclerddios. Os reisolamentos para
obtencdo de discos de micélio para ensaios posteriores foram sempre realizados a partir

de esclerédios.

5.2 Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum com déleo de

Azadirachta indica associado ao d6leo de Pongamia glabra

Para estudar o efeito de A. indica e P. glabra sobre o crescimento micelial de S.
sclerotiorum, concentracdes de 25, 50, 75 e 100 ppm de Azadirachta indica, foram
associadas as concentracdes de 0, 1/3, 1/6, 1/8 e 1/10 de P. glabra, que foram obtidas
sobre o volume do 6leo de A. indica utilizado para obter as concentragdes de 25, 50, 75
e 100 ppm de A. indica. Desta forma, as doses de P. glabra associadas a A. indica
foram: O (auséncia de P. glabra para todas as concentragdes de A. indica), 1/3 (25 ppm
de A. indica - 67 pul de P. glabra, 50 ppm de A. indica — 133 pl de P. glabra, 75 ppm de
A. indica — 200 pl de P. glabra e 100 ppm de A. indica — 267 ul de P. glabra), 1/6 (25
ppm de A. indica — 33 pl de P. glabra, 50 ppm de A. indica — 67 ul de P. glabra, 75
ppm de A. indica — 100 ul de P. glabra e 100 ppm de A. indica — 133 ul de P. glabra),
1/8 (25 ppm de A. indica — 25 pl de P. glabra, 50 ppm de A. indica — 50 pl de P. glabra,
75 ppm de A. indica — 75 pl de P. glabra e 100 ppm de A. indica — 100 ul de P. glabra)
e 1/10 (25 ppm de A. indica — 20 ul de P. glabra, 50 ppm de A. indica — 40 ul de P.
glabra, 75 ppm de A. indica — 60 pl de P. glabra e 100 ppm de A. indica — 80 ul de P.
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glabra). As concentracdes de P. glabra foram calculadas sobre o volume do 6leo
utilizado para obter as concentragdes de A. indica. Como controle negativo, utilizou-se a
testemunha (auséncia de A. indica e P. glabra) e fungicida procimidone, na
concentracdo de 10 ppm do ingrediente ativo como controle positivo.

Decorrida a esterilizacio do meio BDA, as concentracdes de A. indica e P.
glabra foram adicionadas ao meio de cultura, o qual a temperatura estava em torno de
45°C, como adjuvante utilizou-se Tween 20, a 0,5 %, para melhor homogeneizacdo dos
6leos. Apds a solidificacdo do meio, discos de micélio de 6 mm de didmetro com 7 dias
de idade foram depositados no centro das placas de Petri de 9 cm de diametro, as quais

foram incubadas a temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas durante 2 dias.

5.3 Inibicao do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum com extratos

aquosos de plantas

As dez plantas estudadas foram coletadas nas cidades de Uberlandia-MG e
Goiatuba-GO, sendo elas: aroeirinha (Schinus molle L.), mentrasto (Ageratum
conyzoides L.), alfafaca (Ocimum spp. L.), losna (Artemisia absinthium L.), jamboldo
(Syzygium cumini (L.) Skeels), arruda (Ruta graveolens L1.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz), Santa Barbara (Melia azedarach L.) e pimenta longa (Piper aduncum
L.) (FIGURA 1). As partes das plantas estudadas foram as folhas, com excecdo de
pimenta longa, que além da folha estudou-se o fruto. Apos a coleta, as folhas e frutos
foram lavados em &4gua corrente e desinfestados em hipoclorito de sédio, a 0,5%,
durante 30 minutos, a fim de eliminar microrganismos presentes na superficie das
mesmas. Decorrido este periodo, as folhas e frutos foram lavados com triplice lavagem
em 4gua corrente, para retirada do excesso de hipoclorito, e secos em papel toalha por
24 horas. (FIGURA 2). Em seguida, os materiais foram acondicionados em sacos de
papel e colocados em estufa, com circulacdo de ar, a 45°C, por 96 horas para folhas e
120 horas para frutos. Apds a secagem, o material foi moido em moinho de facas.

O extrato aquoso foi obtido deixando-se o material moido imerso em dgua
destilada e esterilizada por 12 horas, na dosagem de 100 g.l'l, para liberagdo das
substancias para a dgua. Em seguida, procedeu-se a filtragem dos extratos em gaze
estéril.

Discos de micélio de 6 mm de diametro e com 8 dias de idade foram depositados

no centro das placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA e os extratos na
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concentracdo de 30%, além dos tratamentos testemunha e fungicida procimidone na
concentracdo de 10 ppm do ingrediente ativo. As placas foram incubadas, a temperatura

de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas durante 2 dias.

FIGURA 1 — Algumas plantas utilizadas na obtencdo de extratos: (A) pimenta longa,
(B) aroeirinha, (C) mentrasto e (D) jamboldao. UFU, Uberlandia, 2008.

FIGURA 2 — Desinfestacdo (A) e lavagem (B) da planta arruda e secagem sobre papel
toalha (C) da planta losna. UFU, Uberlandia, 2008.
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5.4 Avaliacoes

As avaliagdes consistiram em medicdes didrias do didmetro das colOnias, através
de régua, iniciadas 24 horas apds a incubacgdo e encerradas 48 horas apds, quando as
colonias flngicas do tratamento testemunha atingiram toda a superficie do meio.
Através dos dados obtidos, determinou-se a porcentagem de inibi¢do do crescimento

micelial (PICM) com base na férmula abaixo:

PICM = diametro do tratamento testemunha — didmetro do tratamento x 100

diametro do tratamento testemunha

5.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental referente ao ensaio 5.2 foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial de 4 (concentragdes de A. indica) x 5 (concentracdes
de P. glabra) + 2 (controle negativo e positivo), com 3 repeticoes. No ensaio 5.3,
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado constituido de 11 tratamentos, com
5 repetigoes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de F a 1% de
significancia, comparando-se as médias, pelo teste de Scoot-Knot para o ensaio 5.3 e
aplicando-se regressdo para o ensaio 5.2, por meio do software SISVAR (Ferreira,

2000).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do dleo de Azadirachta indica associado ao 6leo de Pongamia glabra na

inibicao do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum

O efeito da interacdo do 6leo de A. indica e P. glabra foi significativo (Anexo
1A) sobre a inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum, sendo a maior
porcentagem de inibi¢do proporcional ao aumento das concentracdes de A. indica e P.
glabra (FIGURA 3). O efeito dos tratamentos adicionais, testemunha ‘“controle
negativo” e fungicida procimidone “controle positivo”, foi significativo (Anexo 2A),
diferenciando dos efeitos dos demais tratamentos, sendo que a inibi¢ao do crescimento
micelial para o tramento fungicida foi de 100%, enquanto que, para testemunha, no
houve inibi¢ao micelial (TABELA 1 e FIGURA 4).

As inibi¢des do crescimento micelial em fun¢do das concentracdes do 6leo de A.
indica e a da interagdo A. indica e P. glabra foram melhores ajustadas ao modelo linear,
com excecdo da interagdo A. indica com 1/3 de P. glabra que o melhor modelo foi o
quadratico (FIGURA 3). A concentracdo de 100 ppm de A. indica com 1/3 de P. glabra
inibiu em 63% o crescimento micelial, concordando com a informagdo de Neves
(informagdo pessoal) que ha efeito sinérgico entre A. indica e P. glabra. Apesar de A.
indica e P. glabra reduzirem o crescimento de S. sclerotiroum, o fungicida procimidone
foi superior a todas as concentragdes estudadas com 100% de inibi¢do, enquanto que em
relacdo a testemunha todas as interagdes foram superiores.

O 6leo de A. indica possui em sua composi¢ao varios componentes, entre eles os
terpenos e os flavondides (NEVES et al, 2003). Os terpenos e os flavondides sdo
dotados de atividade antimicrobiana e atuam na defesa quimica das plantas contra
fungos e bactérias (CASTRO et al., 2001). Segundo Silva (2001), a reunido de vérios
componentes na composicdo de Oleos essenciais pode atuar de forma sinérgica e
apresentar uma ampla gama de atuacao fungicida ou fungistatica.

Taninos e flavondides também estdo presentes na composicdo de Pongamia
glabra (MANDAL; MAJUMDAR, 1984). Os taninos possuem ac¢do antimicrobiana e
sdo encontrados em folhas de espécies arboreas e aumentam de concentracdo com a
idade das plantas, esta é a razdo por que as folhas mais novas possuem maior

suscetibilidade as doencas (CASTRO et al. 2001).
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FIGURA 3 - Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum em funcdo das concentracdes (ppm) de Azadirachta indica e Pongamia
glabra. (A) 1/3 de P. glabra, (B) 1/6 de P. glabra, (C) 1/8 de P. glabra, (D) 1/10 de P.
glabra e (E) A. indica. UFU, Uberlandia, 2008.
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TABELA 1 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum com Oleo de Azadirachta indica e Pongamia glabra, em compara¢ao aos
tratamentos adicionais (testemunha e fungicida). UFU, Uberlandia, 2008.

Tratamentos PICM
Testemunha 0,0¢g

Procimidone 100,0 a
25 ppm A. indica 310f
25 ppm A. indica com 1/3 P. glabra 45,6 d
25 ppm A. indica com 1/6 P. glabra 40,7 e
25 ppm A. indica com 1/8 P. glabra 40,1 e
25 ppm A. indica com 1/10 P. glabra 40,1 e
50 ppm A. indica 35,7 f
50 ppm A. indica com 1/3 P. glabra 47,2d
50 ppm A. indica com 1/6 P. glabra 45,6 d
50 ppm A. indica com 1/8 P. glabra 442 d
50 ppm A. indica com 1/10 P. glabra 44,0d
75 ppm A. indica 45,4 d
75 ppm A. indica com 1/3 P. glabra 55,2 ¢
75 ppm A. indica com 1/6 P. glabra 49,6 d
75 ppm A. indica com 1/8 P. glabra 46,2 d
75 ppm A. indica com 1/10 P. glabra 48,2 d
100 ppm A. indica 53,6 ¢
100 ppm A. indica com 1/3 P. glabra 63,1b
100 ppm A. indica com 1/6 P. glabra 49,6 d
100 ppm A. indica com 1/8 P. glabra 45,4d
100 ppm A. indica com 1/10 P. glabra 48,2 d
CV (%) 7,54

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 1% de
probabilidade.

Carneiro (2003) estudou o efeito de extratos de folhas e do 6leo de nim sobre o
oidio do tomateiro. Os resultados demonstraram que o controle da doenga foi superior
com O6leo emulsiondvel do que com extratos de folhas, mesmo nas concentracdes
menores, e foi similar ao fungicida utilizado como controle. O 6leo de nim tem sido
testado com sucesso por alguns autores para o controle de fitopatégenos (Carneiro,
2002), e sua ndo eficiéncia em relacdo ao extrato de folhas deve-se provavelmente a
presenca da azadiractina nas sementes (MARTINEZ, 2002).

Sindhan et al. (1999) testaram o extrato de folhas de nim, produzido com folhas
frescas moidas em 4gua, na proporcao de 1:1 (p/v), para o controle do oidio da ervilha
em casa de vegetacdo. O controle mostrou-se eficiente, quando aplicado nas

concentracdes de 10, 20 e 30% no inicio do surgimento dos sintomas. Mello et al.
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(2005) verificaram que o 6leo de nim, nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 2%, reduziu o
crescimento micelial e formagdo de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum quando
comparado a testemunha.

Os resultados obtidos demonstraram que os Oleos de A. indica e P. glabra
apresentaram acdo fungistatica contra S. sclerotiorum. Isto sugere que novas pesquisas
devem ser realizadas no controle de fitopatdgenos em casa-de-vegetacido e campo, para
que se possa recomendar a utilizacdo destes dleos em um sistema organico de producdo

ou ao manejo integrado da doenca.

FIGURA 4 — Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em placas de Petri
contendo os tratamentos, (A) 100 ppm de Azadirachta indica, (B) 100 ppm de A. indica
com 1/3 de Pongamia glabra, (C) 100 ppm de A. indica com 1/6 de P. glabra, (D) 100
ppm de A. indica com 1/8 de P. glabra, (E) 100 ppm de A. indica com 1/10 de P.
glabra, (F) testemunha (sem tratamento) e (G) fungicida procimidone. UFU,
Uberlandia, 2008.

Carneiro (2003) estudou o efeito de extratos de folhas e do 6leo de nim sobre o
oidio do tomateiro. Os resultados demonstraram que o controle da doenga foi superior
com O6leo emulsiondvel do que com extratos de folhas, mesmo nas concentracdes
menores, e foi similar ao fungicida utilizado como controle. O 6leo de nim tem sido

testado com sucesso por alguns autores para o controle de fitopatégenos (Carneiro,
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2002), e sua ndo eficiéncia em relacdo ao extrato de folhas deve-se provavelmente a
presenca da azadiractina nas sementes (MARTINEZ, 2002).

Sindhan et al. (1999) testaram o extrato de folhas de nim, produzido com folhas
frescas moidas em 4gua, na proporcao de 1:1 (p/v), para o controle do oidio da ervilha
em casa de vegetacdo. O controle mostrou-se eficiente, quando aplicado nas
concentracdes de 10, 20 e 30% no inicio do surgimento dos sintomas. Mello et al.
(2005) verificaram que o 6leo de nim, nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 2%, reduziu o
crescimento micelial e formagdo de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum quando
comparado a testemunha.

Os resultados obtidos demonstraram que os Oleos de A. indica e P. glabra
apresentaram acdo fungistatica contra S. sclerotiorum. Isto sugere que novas pesquisas
devem ser realizadas no controle de fitopatdgenos em casa-de-vegetacdo e campo, para
que se possa recomendar a utilizacdo destes 6leos em um sistema organico de produgdo

ou ao manejo integrado da doenca.

6.2 Efeito dos extratos aquosos de plantas sobre a inibicao do crescimento micelial

de Sclerotinia sclerotiorum

Houve diferenca significativa entre o efeito dos extratos vegetais sobre o
crescimento micelial de S. sclerotiorum (Anexo 3A). Dos 11 extratos aquosos
avaliados, nenhum apresentou efeito inibitorio igual ao fungicida procimidone, inibindo
100% do crescimento micelial (FIGURA 5).

De modo geral, todos os extratos aquosos apresentaram pouco efeito sobre o
crescimento micelial de S. sclerotiorum, que variou de 2,38 a 42,86% de inibicao
(FIGURA 5). O extrato aquoso proveniente de frutos de pimenta longa foi o que mais se
destacou, com 42,86% de inibi¢do. O fato do extrato aquoso do fruto de pimenta longa
ter resultado em maior inibi¢do do crescimento micelial, em comparacido ao extrato da
folha, pode ser explicado devido a maior predominancia de monoterpenos nos frutos do
que nas folhas (NAVICKIENE, 2006).

Barbosa et al. (2007) também obtiveram resultados satisfatérios com o extrato
de Piper aduncum quando comparado a Cymbopogon citratus, sobre os fungos
Lasiodiplodia theobromae, Dothiorella sp. e Colletotrichum gloeosporioides. Silva;
Bastos (2007) também obtiveram ac¢ao inibitéria com Oleos essenciais de espécies de

Piper sobre o crescimento micelial dos fungos Crinipellis perniciosa, Phytophthora
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palmivora e Phytophthora capsici. Os mesmos 6leos também reduziram a germinacao

de basididsporos de Crinipellis perniciosa.
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FIGURA 5 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum em fungdo dos extratos aquosos de plantas. Médias seguidas de letras
distintas diferem o efeito dos extratos vegetais pelo teste de Tukey a 1% de
significancia. UFU, Uberlandia, 2008.

A capacidade do extrato da planta arruda em reduzir o crescimento micelial de S.
sclerotiorum estd de acordo com os resultados de Salvadori et al. (2003) que obtiveram
23,5% de redugdo sobre o crescimento de C. gloeosporioides. A arruda apresenta acao
antimicrobiana, devido a presenca de terpenos € cumarinas em sua cOmposi¢ao
(CASTRO et al., 2001).

Os resultados obtidos com extrato de mentrasto discordam dos resultados
obtidos por Fiori et al. (2000) que obtiveram 100% de inibicao do crescimento micelial
e germinagdo de esporos do patdgeno Didymella bryoniae. Isto pode ser explicado
devido os patégenos estudados serem diferentes e aos vdrios fatores que influenciam
nos principios ativos das plantas, como fator genético, condi¢des de cultivo, colheita e
processamento do material (CASTRO, 2001). Portanto, sugere-se que cuidados durante
a colheita como época do ano, hora do dia, estdgio de desenvolvimento, parte botanica e

no processamento do material sejam tomados.
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Rodrigues et al. (2007) obtiveram bons resultados no controle do mofo branco
causado por S. sclerotiorum em alface com rizoma de gengibre (Zingiber officinalis),
tanto por atividade antimicrobiana direta, quanto pela ativa¢do de mecanismos de defesa
das plantas. O extrato do rizoma de Zingiber officinale inibiu 100% a germinagdo de
ascosporos de S. sclerotiorum (SINGH; SINGH, 1984). Soylu et al. (2007) verificaram
reducdo no crescimento micelial de S. sclerotiorum com 6leos essencias de Origanum
syriacum var. bevanii e Foeniculum vulgare, ressaltando a possibilidade de serem
usados no controle alternativo de doengas.

Apesar da planta Piper aduncum ter apresentado efeito inibitério inferior a 50%
do fitopatogeno S. sclerotiorum, carece que novos estudos sejam realizados utilizando
outras formas de extragdo do extrato ou na inducdo de resisténcia de plantas a
fitopatdégenos, uma vez que o 6leo de Piper aduncum apresenta a vantagem de ser um

produto biodegraddvel.
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7 CONCLUSOES

A eficiéncia no controle de S. sclerotiorum foi diretamente proporcional ao
aumento das doses de A. indica e P. glabra.

Concentracdes de P. glabra associada a A. indica proporcionaram melhor efeito
na inibi¢do do crescimento micelial, demonstrando um efeito sinérgico.

A planta de A. indica e P. glabra apresentam potencial para demais pesquisas
“in vivo” e, caso sejam satisfatdrias, devem ser incorporadas em um sistema organico de
producdo para controle de S. sclerotiorum.

Novas pesquisas com a planta de Piper aduncum em casa-de-vegetacdo e campo
devem ser estudadas no patossistema Glycine max e S. sclerotiorum, utilizando o 6leo
desta piperdcea ou outras formas de extragdo do extrato aquoso para aumentar a

eficiéncia de controle.
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ANEXOS

Anexo 1A — Andlise de variincia referente ao efeito das concentracdes de Azadirachta

indica e Pongamia glabra sobre o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum.
UFU, Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc  Pr>Fc
Concentragoes 3 1247,60 415,87 74,15 0,0001%**
Pongamia 4 1126,15 281,54 50,20 0,0001**
Concentracdes *Pongamia 12 368,32 30,69 5,47 0,0001%**
erro 40 224,34 5,61

CV (%) 5,18

**Significativo a 1% de significancia, pelo teste de F.

Anexo 2A - Anadlise de variancia referente ao efeito dos tratamentos adicionais
testemunha e fungicida sobre o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum. UFU,
Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragoes 21 17535,93 835,04 69,12 0,0001**
Erro 44 531,60 12,082

Total corrigido 65 18067,54

CV (%) 7,54

**Significativo a 1% de significancia, pelo teste de F.

Anexo 3A — Andlise de variancia referentes ao efeito dos extratos aquosos de plantas
sobre o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum. UFU, Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 11 42785,60 3889,60 291,59 0,0001%**
Erro 48 640,30 13,34

CV (%) 16,47

**Significativo a 1% de significancia, pelo teste de F
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