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viii

IMPLICACOES DA INOCULACAO DE Sclerotinia sclerotiorum
EM CULTURAS BIOENERGETICAS

RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar a reacdo de espécies oleaginosas a inoculacédo
com S. sclerotiorum; verificar a taxa de transmissdo planta-semente do patdgeno e sua
transmissibilidade por sementes, inoculadas artificialmente, e implicagfes na emergéncia de
plantulas; e analisar os efeitos da massa e localizacdo dos esclerodios no solo em relacdo a
germinacéo carpogénica dos esclerddios. Os experimentos foram conduzidos na Universidade
Federal da Grande Dourados. Para avaliagédo da patogenicidade do fungo, plantas de canola
(Brassica napus var. oleifera), cartamo (Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abyssinica),
girassol (Helianthus annus), nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus) e niger
(Guizotia abyssinica) foram semeadas em vasos, contendo 4,4 dm?3 de solo do tipo Latossolo
Vermelho Distroférrico, por dois anos, em casa de vegetacdo. Procedeu-se a inoculacdo por
meio do método do palito e discos de micélio fungico, aos trinta dias apds a semeadura. A
severidade foi avaliada a cada dois dias, até a estabilizacdo das notas. A transmissdo semente-
planta foi quantificada pela alocacdo de 50 sementes das referidas culturas em placas de Petri
colonizadas por S. sclerotiorum, por 20 horas. As sementes foram semeadas em bandejas
contendo 8,5 dm3 de solo e a comprovacao da transmissdo foi realizada aos quinze dias apds a
semeadura, em meio Neon. A massa dos esclerddios foi analisada por meio de seis classes:
(C1) esclerodios com massa inferior a 0,01g, (C2) 0,01<0,02g, (C3) 0,02<0,03g, (C4)
0,03<0,04g, (C5) 0,04<0,05g e (C6) 0,05<0,06g, alocando-os na superficie do solo e
enterrados a 3 cm de profundidade, para mensuragéo da germinacdo carpogénica. Constatou-
se que o fungo pode infectar todas as culturas estudadas, sendo a maior suscetibilidade
observada em girassol, seguida de cartamo e crambe. Plantas de nabo forrageiro e canola
apresentaram mecanismos de resisténcia em resposta a inoculacdo, com a vantagem de nao
sofrerem significativas redugdes no rendimento das culturas. N&o se verificou elevados danos
em niger, porém, o fato mais importante foi a auséncia da formacéo de esclerddios nas plantas
infectadas. Destaca-se a transmissao planta-semente do patdgeno as sementes de crambe e a
transmissdo via sementes inoculadas as plantulas das culturas de canola, cartamo, crambe,
girassol, nabo forrageiro e niger. Verificou-se ainda que escler6dios com massa superior a
0,03g e localizados na superficie do solo apresentaram maior percentual de germinacao

carpogénica, numero de estipes e apotécios por esclerédio.

Termos para indexacdo: germinacgédo carpogénica, espécies oleaginosas, taxa de transmissao



IMPLICATIONS OF THE INOCULATION OF Sclerotinia sclerotiorum
IN BIOENERGY CROPS

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the reaction of oilseed species to inoculation with
S. sclerotiorum, ascertain the transmission rate of the pathogen plant-seed and transmissibility
by artificially inoculated seed, and its implications on the emergence, and analyze the effects
of the mass and location of sclerotia in the soil over carpogenic germination of them. The
experiments were conducted at the Universidade Federal da Grande Dourados. To evaluate
the pathogenicity of the fungus, plants of rapeseed (Brassica napus var. oleifera), safflower
(Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abyssinica), sunflower (Helianthus annus), oilseed
radish (Raphanus sativus var. oleiferus) and niger (Guizotia abyssinica) were seeded in pots
containing 4.4 dm?® of soil type Rhodic Acrustox for two years in a greenhouse. The plants has
been inoculated by the toothpick method and fungal mycelium discs, thirty days after sowing.
The severity was assessed every two days, until stabilization of the disease. The seed-plant
transmission was quantified by allocating 50 seeds of these cultures in Petri dishes colonized
by S. sclerotiorum for 20 hours. The seeds were sown in trays containing 8.5 dm® of soil and
evidence of transmission was held on the fifteenth day after sowing, in Neon culture medium.
Sclerotia weight was analyzed by means of six classes: (C1) sclerotia with mass less than 0.01
g, (C2) from 0.01<0.02 g, (C3) from 0.02<0.03 g (C4) 0.03<0.04g, (C5) 0.04<0.05 g and (C6)
0.05<0.06 g, allocating them on the soil surface and buried 3 cm deep to measure carpogenic
germination. It was found that the fungus can infect all cultures studied, and the greatest
susceptibility observed in sunflower, safflower and then crambe. Plants of oilseed radish and
rapeseed showed resistance mechanisms in response to inoculation with the advantage of not
suffering significant reductions in crop yields. There was no damage in niger, but the most
important fact was the absence of the formation of sclerotia on the infected plants. We
highlight the plant-seed pathogen transmission of crambe seeds and inoculated seed
transmission to seedlings crops rapeseed, safflower, crambe, sunflower, radish and niger. It
was also found that sclerotia with mass greater than 0.03 g and located on the surface of the
soil had a higher carpogenic germination percentage, number of stipes and apothecia by

sclerotia.

Index terms: carpogenic germination, oil crops, transmission rate



INTRODUCAO GERAL

A crescente preocupacdo em relacdo ao meio ambiente e a rapida diminuicdo das
reservas de combustiveis fosseis no mundo, além do aumento no preco do petroleo,
resultaram em uma nova orientagdo da agricultura no sentido de buscar matérias primas para a
producdo de combustiveis alternativos. A producdo de combustiveis a partir da agricultura
constitui uma estratégia, que vem despontando no cenario mundial, como uma possibilidade
de amenizar a crise de abastecimento de combustiveis. Nesse sentido, os biocombustiveis
oferecem uma opcdo de fornecimento energético que permitiria contornar a escassez de
petroleo e derivados, abrindo espaco para a continuidade do desenvolvimento econémico e
gerando uma grande oportunidade para promover mudancas no agronegécio brasileiro (PLA,
2006).

O potencial brasileiro para a producdo de biocombustiveis, que inclui o cultivo de
oleaginosas e de cana-de-agUcar, é grande, pois o pais possui mais de 90 milhdes de hectares
de terras que podem ser incorporados ao processo produtivo de maneira sustentavel (PERES
et al., 2005), e apresenta vantagens naturais para a agricultura energética como elevada
insolacdo e boa distribuicdo de chuvas, além de outros fatores como vias de comunicagdo bem
desenvolvidas, a mao de obra qualificada e uma maquinaria moderna e bem desenvolvida
(PLA, 2006).

E incontestavel a necessidade de se buscar novas fontes de energia renovavel,
destacando como grande alternativa a energia proveniente da biomassa. Entretanto, a
sustentabilidade do programa de biocombustiveis € dependente de praticas conservacionistas
racionais, como a utilizacdo de rotacdes agricolas adequadas e do sistema plantio direto.

O Brasil ocupa uma posicao de destaque na producdo e exportacdo de 6leo de soja,
mostrando seu grande potencial para se tornar produtor e consumidor de biodiesel a partir
deste 6leo. Pode-se ainda citar, a oportunidade de utilizacdo de diferentes espécies de
oleaginosas para a producdo de biodiesel devido & grande variedade encontrada nas diversas
regibes do pais, dentre elas destacam-se para a regido central do pais, culturas anuais como
crambe (Crambe abssynica Hoechst) (OPLINGER et al., 1991), canola (Brassica napus L.
var. oleifera), girassol (Helianthus annuus L.) (VARGAS et al., 1998), cartamo (Carthamus
tinctorius L.) (VIVAS, 2002), nabo forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.)
(PLA, 2006) e niger (Guizotia abyssinica L.) (SARIN et al., 2009).

A disponibilidade de opcbes para a escolha das oleaginosas que serdo cultivadas

deverd garantir a estabilidade no fornecimento de matérias primas para a producdo de



combustiveis no futuro. E possivel pensar em rotacdes de culturas que incluam mais de uma
oleaginosa, j& que existem oleaginosas pertencentes a familias boténicas diferentes,
possibilitando a alternancia de culturas de familias diversas, de forma a quebrar o ciclo de
vida dos micro-organismos patogénicos e fazer um melhor aproveitamento do solo (PLA,
2006).

Dentre 0s micro-organismos fitopatogénicos, destaque deve ser dado ao fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doenca conhecida como mofo
branco, porém, conforme o hospedeiro pode receber diferentes denominacfes, entre elas:
podriddo de sclerotinia, podridao da cabeca ou capitulo, podriddo aquosa ou mole e podriddo
da haste.

Sclerotinia sclerotiorum é considerado um dos patégenos mais importantes no
mundo e esta distribuido em todas as regides produtoras, sejam elas temperadas, subtropicais
ou tropicais (LEITE, 2005), mais comumente em regides temperadas (PERVEEN et al.,
2010). O fungo pertence a um grupo de patdgenos de solo que ataca agressivamente o
hospedeiro, mas nao apresenta especificidade e por isso possui ampla gama de hospedeiros, 0s
quais incluem plantas ornamentais, horticolas, culturas comerciais, frutiferas e florestais
(BEDENDO, 1995), causando infeccbes que podem ser iniciadas em raizes, hastes, axila das
folhas, inflorescéncias, pétalas de flores em senescéncia, vagens e capitulos.

No Brasil, essa doenca foi relatada pela primeira vez em 1921, no Estado de Séo
Paulo, em plantas de batata (MEYER, 2011). Atualmente, encontra-se disseminada em todas
as regides do pais, sendo a ocorréncia maior nos estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste. O
patdgeno causa grandes perdas em importantes culturas como soja, feijdo, girassol e canola
(BOLAND e HALL, 1994), notadamente em locais com alta umidade no solo e temperaturas
amenas.

O uso de sementes infectadas com micélio e/ou infestadas com esclerodios é,
provavelmente, a principal causa da introducdo desse patdgeno em novas areas de cultivo. A
presenca do patdgeno nas sementes resulta em podridées de pré e pos-emergéncia e
tombamento de plantulas. Nos tecidos infectados o patdgeno produz estruturas de resisténcia,
os esclerddios, que na auséncia da planta hospedeira, podem permanecer no solo por longos
periodos. Os esclerddios apresentam formato irregular e tamanho variado. De acordo com
Bolton et al. (2006) esclerodios formados em girassol ocupam todo o interior da semente,
podendo chegar a 3,5 cm de diametro, enquanto aqueles produzidos no feijao sdo globosos e
medem entre 2 a 10 milimetros de didmetro. Uma vez introduzidos em uma &rea cultivada,

este fungo constitui um problema de dificil controle (BUENO et al.,, 2007) e custo



relativamente elevado, visto que a severidade da doenca é proporcional a densidade de
indculo de seu agente causal.

Em condicgdes favoraveis e na presenca de um hospedeiro suscetivel, o esclerédio
germina e pode produzir micélio, que penetra diretamente nos tecidos da base da planta, ou
formar apotécios, que emergem na superficie do solo e liberam os ascdsporos. Em condicdes
de alta umidade relativa, acima de 70%, e temperatura ao redor de 20°C, os apotécios liberam
ascosporos durante varias semanas, que sdo responsaveis pela infeccdo da parte aérea das
plantas (LEITE, 2005). Entretanto, este fungo requer condi¢cdes bastante particulares, com
temperaturas relativamente baixas e umidade para atingir nivel de dano econémico (TOMM,
2006), o que torna a resposta do hospedeiro altamente dependente do ambiente. Por outro
lado, estudos também tém mostrado que existem diferencas entre isolados do patdégeno quanto
a sua viruléncia. Pratt e Rowe (1991) relataram diferencas na resisténcia de genotipos de
alfafa quando inoculadas com o patdgeno, assim como Peres e Regnaultt (1993), em trabalho
com girassol, que verificaram diferencas na viruléncia entre isolados desse fungo por meio da
inoculacdo de raizes por esclerodios.

Visando gerar informacfes para embasar a escolha de culturas com potencial
energético para a regido, assim como a relagdo de S. sclerotiorum com a severidade dos danos
ocasionados nas plantas, a transmissdo via sementes e o potencial infectivo dos esclerddios,
pretende-se: avaliar a reacao de espécies oleaginosas como crambe, canola, cartamo, girassol,
nabo forrageiro e niger a inoculacdo com S. sclerotiorum; verificar a taxa de transmissdo do
patbgeno da planta mde as suas sementes e a transmissibilidade de S. sclerotiorum de
sementes, das referidas oleaginosas, inoculadas artificialmente, e suas implicagbes na
emergéncia de plantulas; e analisar os efeitos na diferenca da massa e localizacdo dos

esclerddios no solo e relagdo com a germinacao carpogénica dos esclerddios.



CAPITULO |

REACAO DE ESPECIES OLEAGINOSAS A Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: Foram conduzidos dois ensaios experimentais com o objetivo de avaliar a reacdo
de oleaginosas a inocula¢do com S. sclerotiorum, relacionando a severidade da doenca com as
alteracdes nos componentes fisiologicos e de producdo das culturas, assim como verificar a
taxa de transmissdo planta-semente do patdgeno. No primeiro ensaio, plantas de canola
(Brassica napus var. oleifera), cartamo (Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abyssinica),
girassol (Helianthus annus) e nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus) foram
inoculadas com o fungo, pelo método do palito. No segundo, acrescentou-se as espécies, a
cultura do niger (Guizotia abyssinica), sendo adotada como metodologia de inoculacéo,
discos de micélio fungico. A semeadura das culturas foi realizada em vasos plésticos,
contendo 4,4 dm?3 de solo do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico, deixando-se duas plantas
por vaso. As plantas foram inoculadas aos trinta dias apos a semeadura, sendo mantidas em
camara umida por um periodo de 36 horas. As avaliacdes da severidade da doenca iniciaram-
se por ocasido da retirada da camara e a partir de entdo a cada dois dias, até a estabilizacdo
das notas. Observou-se que S. sclerotiorum apresenta patogenicidade a todas as culturas
estudadas, sendo as maiores severidades e consequentemente os danos, constatados em
girassol, seguido por cartamo e crambe. Foi verificado que as plantas de nabo forrageiro e
canola apresentaram mecanismos de defesa em resposta a inoculacdo com o fungo, sendo
observado um processo de cicatrizagdo no local da inoculagdo, todavia, maior resisténcia ao
patogeno foi verificada nas plantas de nabo forrageiro. Constatou-se transmissdo de S.

sclerotiorum apenas, no primeiro ensaio, as sementes de crambe.

Termos para indexacgdo: mofo branco, resisténcia a doenca, transmissao planta-semente



REACTION OF OIL SPECIES TO Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT: Two experiments were conducted to evaluate the reaction of oilseed plants to
inoculation with S. sclerotiorum, correlating the disease severity with the physiological
components changes and crop production, as well as checking the plant-seed transmission rate
of the pathogen. In the first experiment, plants of rapessed (Brassica napus var. oleifera),
safflower (Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abyssinica), sunflower (Helianthus annus)
and oilseed radish (Raphanus sativus var. oleiferus) were inoculated with the fungus, by
toothpick method. In the second, added to the species, niger (Guizotia abyssinica) was
cultivated, and inoculation was done with discs of fungal mycelium. The sowing of crops was
conducted in plastic pots containing 4.4 dm® of soil type Rhodic Acrustox, leaving two plants
per pot. Plants were inoculated at thirty days after sowing, and kept in a moist chamber for a
period of 36 hours. Assessments of disease severity were initiated after the withdrawal of the
chamber and thereafter every two days, until stabilization of disease severity. It was observed
that S. sclerotiorum pathogenicity presents to all cultures, the greatest severity and
consequently the damage were observed in sunflower, followed by safflower and crambe. It
was found that plants of oilseed radish and rapeseed showed defense mechanisms in response
to inoculation with the fungus, being observed a healing process at the site of inoculation,
however, resistance to the pathogen was detected in wild radish plants. It was found

transmission of S. sclerotiorum to crambe seed only in the first test.

Index terms: white mold, disease resistance, plant-seed transmission



1.1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos 0leos vegetais no Brasil tem um futuro promissor, uma vez que o
pais € um dos maiores produtores mundiais de soja e possui grandes perspectivas para a
producdo de outras oleaginosas anuais, principalmente aquelas semeadas na safra de inverno
como a canola, girassol, cartamo, crambe, nabo forrageiro e niger. A diversidade de espécies é
importante para reduzir a capacidade ociosa das industrias de esmagamento e de extracdo, que
desta forma passam a processar a partir de uma maior diversidade de matéria prima (SILVA e
FREITAS, 2008).

Tem-se relato, em muitas culturas com potencial bioenergético, sintomas da doenca
conhecida como mofo branco, ocasionada pelo fungo S. sclerotiorum (BRADLEY et al.,
2003; YANG et al., 2007; REIMONTE e CASTANO 2008). O fungo infecta mais de 500
espécies com origens filogenéticas diversas, incluindo grandes culturas, fruteiras, ornamentais
e ervas daninhas (SAHARAN e MEHTA, 2008), nas quais apresenta potencial para causar
sérias perdas no rendimento (LU, 2003) tornando-se assim, um dos mais bem sucedidos e
devastadores patogenos fungicos (BOLAND e HALL, 1994).

Apesar das inimeras espécies de plantas atacadas e a aparente incapacidade das
culturas resistirem a este patdgeno, salienta-se que as interagdes de plantas com fungos
fitopatogénicos sdo extremamente complexas, onde plantas tentam resistir ao ataque dos
patégenos aliando mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, sejam eles pré ou pés-formados,
enquanto fungos além de agir diretamente sobre o tecido vegetal, podem também produzir
enzimas que metabolizam e detoxificam as defesas do hospedeiro.

A penetracdo de S. sclerotiorum nas plantas pode ocorrer através dos estdmatos ou
diretamente na cuticula, por meio de enzimas e/ou forca mecanica (GUIMARAES e STOTZ,
2004). Apds o contato com o hospedeiro, o fungo secreta fatores de patogenicidade multiplos
que incluem o &cido oxalico e um grande arsenal de enzimas liticas (COTTON et al., 2003).
Por outro lado, a planta reconhece o micro-organismo e ocorre o desencadeamento de
respostas celulares. O processo inicia-se quando um elicitor se liga a um possivel receptor na
superficie da célula vegetal e por meio dele o sinal é transmitido para o interior da célula,
ativando os mensageiros secundarios, que o amplificam e regulam a expressdo de genes
especificos, sendo determinante no desenvolvimento de interacbes compativeis (doenca) ou
incompativeis (resisténcia) (LEITE et al., 1997).

As respostas de diferentes germoplasmas a S. sclerotiorum tém sido afetadas pela

variacdo na viruléncia dos isolados (CARPENTER et al., 1999), pelas condigdes ambientais



(ROUSSEAU et al., 2004) e métodos de inoculagdo (AUCLAIR et al., 2004). Embora
resisténcia completa ndo tenha sido identificada, a resisténcia parcial em cultivares de soja
(DIERS et al., 2006) e girassol (PELUFFO et al., 2010) podem elucidar novos caminhos na
luta contra este patdgeno.

Embora vérios estudos tenham demonstrado a reducdo no rendimento de algumas
culturas pela incidéncia de mofo branco, poucos, relacionaram a severidade da doenga com os
componentes fisiologicos e de producdo de espécies oleaginosas. Diante do exposto, o
trabalho teve por objetivo avaliar a reacdo de oleaginosas como crambe, canola, cartamo,
girassol, nabo forrageiro e niger & inoculacdo com S. sclerotiorum, relacionando a severidade
da doenca com as alterages nos componentes fisiologicos e de producdo das culturas, assim

como verificar a taxa de transmissdo do patdgeno da planta mée as suas sementes.



1.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi composto de dois ensaios experimentais. Os ensaios foram conduzidos
no Laboratorio de Fitopatologia e em casa de vegetacdo na Universidade Federal da Grande
Dourados. No primeiro ensaio, implantado em 16 de abril de 2009, plantas de canola, cultivar
Hyola 61 (Brassica napus var oleifera), cartamo (Carthamus tinctorius), crambe, cultivar
FMS Brilhante (Crambe abyssinica), girassol, cultivar M 734 (Helianthus annus) e nabo
forrageiro, cultivar AL 1000 (Raphanus sativus var. oleiferus) foram inoculadas com o fungo
Sclerotinia sclerotiorum, por meio do método do palito.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e dez
repeticbes no primeiro ensaio e seis tratamentos e nove repeticdes no segundo ensaio. Para
analise dos caracteres fisiologicos foi comparado o desempenho das plantas inoculadas
aquelas ndo inoculadas, sendo os tratamentos arranjados em um fatorial 5 x 2, com 10
repeticfes no primeiro ensaio, enquanto no segundo, um fatorial 6 x 2 com 9 repeticdes.

O solo utilizado foi o Latossolo Vermelho Distroférrico, corrigido com calcério
dolomitico, visando obter uma saturacdo por bases de 60%. A semeadura das culturas foi
realizada em vasos plésticos, contendo 4,4 dm?3 de solo, adubado na base com 0,34 g.dm™ de
P,0s, 0,09 g.dm™ de K,O e 0,04 g.dm™ de N e 0,6 mg.dm™ de B, e em cobertura, 30 dias
depois, com 0,03 g.dm™ de K,0, 2,0 mg.dm™ de Zn, 1,8 mg.dm™ de Mn, 0,8 mg.dm™ de Fe,
0,7 mg.dm™ de Cu, 0,4 mg.dm™ de B e 0,1 mg.dm™ de Mo.

Foi semeado 10 sementes por vaso, no qual, dez dias ap6s a emergéncia procedeu-se
0 desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Os vasos foram irrigados, mantendo-se um
turno de rega de dois dias, de modo a manter a umidade do solo em 60% da capacidade de
campo.

As plantas foram inoculadas aos trinta dias apds a semeadura, por meio do método
do palito (GASPERI, 2000). Nesse método, para o preparo do inéculo, palitos de dente com
15 mm de comprimento foram autoclavados e acondicionados em posi¢éo vertical em placas
de Petri contendo meio BDA, ainda ndo solidificado, juntamente com antibidtico (tetraciclina
250 mg/L), em quantidade suficiente para que cerca de 3 mm da ponta dos palitos
permanecessem acima do meio de cultura. Posteriormente foram distribuidos nas placas, trés
esclerodios, de forma equidistante, do isolado de S. sclerotiorum, obtido em lavoura de soja, e
incubados em camara BOD durante sete dias a 20°C (£2°C) e fotoperiodo de 12 horas, para
promover a colonizagdo dos palitos pelo fungo. Por ocasido da inoculagéo, os palitos ficaram

com suas extremidades totalmente colonizadas pelo patogeno. Depois do periodo de



incubagdo, os palitos foram inseridos nas hastes, acima das folhas primarias das plantas
(Figura 1). Nas parcelas testemunhas a perfuracdo da haste foi realizada apenas com palitos

esterilizados.

A -

FIGURA 1. Inoculacdo de plantas utilizando-se 0 método do palito. (A) com micélio fungico;
(B) tratamento testemunha.

No segundo ensaio, implantado em 27 de abril de 2010, acrescentou-se as espécies
com potencial para producdo de biodiesel citadas anteriormente, a cultura do niger (Guizotia
abyssinica) e utilizou-se o material de girassol EMBRAPA 122, sendo adotada como
metodologia de inoculacdo, discos de micélio fangico.

Efetuou-se nessa metodologia a alocacdo dos esclerddios no centro de placas de Petri
contendo meio de cultura BDA, juntamente com antibiético. Em seguida as placas foram
incubadas em camara BOD por sete dias a 20°C (+2°C) e fotoperiodo de 12 horas, para
promover a colonizacdo do meio de cultura pelo patégeno. Discos de 5 mm de didmetro
contendo micélio fangico foram retirados a partir das margens crescentes da colbnia e
inoculados na axila das folhas primarias das plantas de forma invertida, ou seja, a superficie
que continha o micélio foi colocada em contato com a planta (Figura 2). Para as plantas do
tratamento controle, utilizaram-se discos de BDA sem micélio fangico. Procedeu-se a
inoculacdo aos trinta dias apds a semeadura.

As plantas inoculadas, em ambos os ensaios, foram cobertas com um saco plastico
transparente, preso ao vaso com um barbante de modo a formar uma camara Umida, na qual
permaneceram por um periodo de 36 horas. Iniciaram-se as avaliacdes da severidade da
doenca por ocasido da retirada da camara e a partir de entdo a cada dois dias, até a
estabilizacdo das notas. A severidade foi analisada com base na escala de 0 a 7, em que: 0 =

auséncia de sintomas; 1 = inicio do desenvolvimento de uma lesdo circular; 2 = lesdo de até
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1,0 cm de comprimento; 3 = leséo entre 1,1 e 2,0 cm; 4 = leséo entre 2,1 a 5,0 cm; 5 = leséo

maior que 5,0 cm; 6 = planta morta; 7 = aparecimento de esclerddio.

FIGURA 2. Inoculacdo de plantas utilizando-se discos de micélio. (A) com micélio fangico;

(B) tratamento testemunha.

Em relacdo a doenca analisaram-se o indice de doenca (ID = 2(grau da escala x

frequéncia) x 100/(n° total de unidades x grau maximo da escala)), area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) calculada a partir da severidade média da doenca nas plantas
(CAMPBELL e MADDEN, 1990), tempo para formacdo da lesdo (dias), tamanho de lesdo
(cm), AACPD calculada a partir do comprimento médio das lesbes, tempo para o
aparecimento dos esclerddios (dias), numero e massa de esclerddios formados (g). Para os
caracteres fisiolégicos foram quantificados a taxa de crescimento aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s
a inoculacdo (cm.dia®) (TC = alturan.; - altura/periodo da medicdo), indice relativo de
clorofila, mensurado com auxilio do clorofildmetro Minolta modelo SPAD-502 (Soil Plant
Analysis Development) por ocasido do florescimento pleno, altura no florescimento e na
colheita (cm), massa seca da parte aérea e raiz (g). Para quantificacdo da massa seca, 0
material foi acondicionado em estufa com circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 55°C
até a obtengcdo de massa constante. Foi mensurado ainda os componentes do rendimento:
numero de siliqua/capitulo por planta, nUmero de sementes por siliqua/capitulo, massa de cem
graos (g) e o rendimento, contabilizado em g.planta™ com o percentual de 13% de umidade.
As sementes provenientes das parcelas que receberam a inoculacdo com o fungo
foram submetidas a avaliagdo para determinar a taxa de transmissdo do patdgeno da planta as
suas sementes, conforme metodologia do “blotter test” (NEERGAARD, 1979). As sementes
foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por um minuto, enxaguadas em agua
destilada, e secas ao ar por 12 horas. As sementes foram distribuidas em gerbox, contendo trés
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folhas de papel filtro, pré-umedecidas em solu¢cdo do herbicida 2,4-D a 0,01%.
Posteriormente, as mesmas foram incubadas a temperatura de 15°C em escuro continuo,
durante quinze dias (KOCH e MENTEN, 2000). A deteccao de S. sclerotiorum foi realizada
examinando-se individualmente as sementes, apds o referido periodo de incubacéo.

Os dados, relacionados a doenca foram transformados em Vx + 1, submetidos a
andlise de variancia com auxilio do programa SISVAR e as médias comparadas pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para as caracteristicas fisioldgicas fixou-se o fator
culturas, analisando-se apenas o efeito da inoculacdo para cada espécie. Foi realizado,

também, andlise de correlacdo linear entre os caracteres coletados.



1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as plantas inoculadas apresentaram sintomas e sinais tipicos da doenca
causada por Sclerotinia sclerotiorum, com micélio branco abundante, visiveis nas hastes e
algumas folhas. No entanto, a resposta das culturas a inoculacéo, seja no primeiro ensaio (1E)
ou segundo ensaio experimental (2E), ocorreu de forma diferenciada, demonstrando efeito

significativo para todas as caracteristicas analisadas (Tabela 1).

TABELA 1. Tempo para formacdo de lesdo (TFL), tamanho de lesdo (TL), &rea abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) para lesdo e severidade e indice de
doenca (ID) de espécies oleaginosas submetidas a inoculacdo com o fungo

Sclerotinia sclerotiorum.

1° Ensaio Experimental
Culturas  TFL (dias) TL(cm)  AACPD Lesdao ID (%) AACPD Severidade

Girassol 20D 17,20 a 555,1a 97,1a 2218 a
Cartamo 24b 517b 1578 b 93,6a 196,7 a
Crambe 4,8 a 3,03¢c 60,3 ¢ 457 b 85,2 b
Canola 4.8 a 1,37d 38,3¢ 37,1b 76,2 b
Nabo F. 4,1a 0,73d 199¢ 25,7b 55,3b
CV (%) 2,25 2,43 8,65 6,05 7,04

2° Ensaio Experimental
Culturas  TFL (dias) TL(cm)  AACPD Lesdao ID (%) AACPD Severidade

Girassol 6,9 a 15,11 a 312,5a 61,6 a 102,1a
Cartamo 40b 3,74b 59,6 b 29,4 b 60,4 b
Crambe 94a 7,23 b 90,8 b 27,0b 399b
Niger 8,4a 2,67 b 30,9b 27,7b 46,5b
Canola 55b 0,35¢ 39c 7,1c 13,6 ¢
Nabo F. 6,0b 0,0c 0,0c 09c 19c
CV (%) 1,58 4,88 16,87 9,70 11,93

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

No 1E observou-se rapida formacdo das lesdes, sendo constatado em media, até o

quinto dia apods a instalacdo do ensaio, que todas as plantas apresentavam-se doentes. O
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periodo de infeccdo e colonizagdo foi menor para as culturas do girassol e cartamo,
observando-se que algumas plantas de girassol apresentaram a haste quebrada no momento da
retirada da camara umida (36 horas). No 2E as lesdes ocorreram de forma mais tardia, sendo
verificadas primeiramente em cartamo, canola e nabo forrageiro. Em inoculacdo de folhas de
canola, Yang et al. (2007) relataram aparecimento de lesbes necréticas apds 12 horas, ao
passo que em inoculacdo de hastes, seja pelo método do peciolo ou discos de micélio, tem se
verificado inicio dos sintomas em torno de trés dias apos a inoculagcdo em soja (WEGULO et
al., 1998), niger (BRADLEY et al., 2003) e canola (ZHAO et al., 2004). Para Garg et al.
(2010a) tanto cultivares resistentes como suscetiveis apresentam suscetibilidade para serem
infectadas em fase inicial, todavia, aquelas resistentes sdo capazes de promover o
retardamento do desenvolvimento do patdgeno, tanto sobre a superficie da planta como dentro
dos tecidos do hospedeiro. Pela rapidez com que o patogeno infecta seu hospedeiro, antes que
0 mesmo possa expressar suas defesas (YANG et al., 2007), torna plausivel considerar a
velocidade de colonizagdo como um importante fator de patogenicidade de S. sclerotiorum.

Para penetrar em seus hospedeiros, S. sclerotiorum secreta acido oxalico e enzimas
liticas (COTTON et al.,, 2003), que atuam de forma dinamica no decorrer do processo
patogénico. O acido oxalico penetra no tecido ao redor da les&o, reduzindo e fornecendo pH
6timo para a acdo de enzimas, que atuariam em conjunto com a finalidade de fragmentar e
degradar a parede celular das plantas e os tecidos subjacentes, permitindo a penetracdo e
desenvolvimento através do hospedeiro (GIRARD et al., 2004). Desta forma, utilizando-se a
metodologia do palito, poderia se prever que a alocacdo do patdgeno no interior da culturas
desconsideraria, caso houvessem, os mecanismos de defesa pré-formadas e resultaria no
desenvolvimento mais rapido das lesbes, evidenciado pela presenca de lesdes ap0s a retirada
das plantas da camara Umida.

Nos dois ensaios experimentais, as plantas de girassol apresentaram as maiores
lesbes, enquanto o menor tecido afetado pelo patégeno foi observado as culturas do nabo
forrageiro e canola. Enfatiza-se que no 2E foi verificado apenas inicio de lesdo em plantas de
nabo forrageiro, porém, em valores ndo mensuraveis conforme escala de notas adotada. Garg
et al. (2010b) verificaram que les6es em plantas de canola estenderam-se por 4 cm ao longo
do caule, enquanto que em linhagens desenvolvidas a partir de brassicas selvagens, as lesfes
foram inferiores a 0,5 cm. Para os autores, comprimento de lesdo menores que 1 cm
confirmam a elevada resisténcia das plantas. Adotando-se esse parametro, pode-se relatar
resisténcia das plantas de nabo forrageiro em ambos 0s ensaios experimentais e canola,

apenas no 2E.
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Tanto para nabo forrageiro como canola foi observado, inicialmente, lesdes aquosas
e com presenca de micélio, todavia, as mesmas ndo progrediram e apresentaram uma reagao
semelhante a uma cicatrizacdo. Garg et al. (2010a) relataram, aos oito dias apds a inoculacgéo,
que em plantas de canola resistentes, a invasdao do patdgeno foi confinada a epiderme
superior, enquanto que nas suscetiveis ficou evidente a colonizacdo em todo o tecido foliar.
Esse fato pode estar relacionado a grande variedade de fitoalexinas produzidas por espécies de
Brassica, em resposta a infeccdo por S. sclerotorium, com capacidade de inibir o crescimento
do patégeno (PEDRAS et al., 2007). No trabalho, foi observado crescimento micelial visivel,
préximo ao ponto de inoculagdo, sobre as plantas de canola. Ap6s o contato do micélio
fangico com as folhas da planta, constatou-se a abscisdo das referidas folhas, o que poderia
estar relacionado a um mecanismo de ataque do patdégeno ou mesmo de defesa das plantas de
canola, o que seria mais provavel. Esse fato ndo interferiu na ocorréncia da doenca no 1E,
porém, no 2E, foi determinante pelo ndo estabelecimento do patdgeno na maioria das plantas
inoculadas.

Todas as plantas de girassol inoculadas apresentaram lesdes nas hastes, as quais
alcancaram 17,2 e 15,11 cm, no 1E e 2E, respectivamente. Salienta-se a velocidade com que
as lesbes progrediam no tecido da planta, proporcionando AACPD para lesdo
significativamente superiores as demais culturas. Resultados semelhantes foram encontrados
por Reimonte e Castafio (2008). Os autores relataram ainda, diferencas entre as cultivares de
girassol, em relacdo ao tamanho das lesbes, que exibiram 6,9 cm para o grupo considerado
resistente e 16,7 cm para aquelas suscetiveis.

Foi observado em todas as culturas, principalmente em girassol, que a lesdo acima do
local inoculado foi consideravelmente maior comparado ao crescimento verificado abaixo do
ponto de inoculacdo (Figura 3). Esse dado sugere que a translocacdo do &cido oxalico,
produzido pelo patdgeno, seria no sentido ascendente, juntamente com o fluxo de agua na
planta. Guimardes e Stotz (2004) verificaram que o &cido oxalico induz o aumento na
absorcao de potassio como mecanismo para regular o turgor das células-guardas e favorecer a
penetracdo do patdgeno. Em trabalhos preliminares, foi constatada uma relacdo positiva entre
0 tamanho de les&o e a relagdo massa verde/massa seca das plantas, ou seja, quanto maior 0s
teores de agua no tecido vegetal, maiores eram as lesdes provocadas pelo fungo, podendo-se
inferir que o aumento no volume de agua facilita a difuséo do acido oxalico nos tecidos das
plantas. Outros autores também verificaram efeito anatdmico das plantas sobre a doenga. Em
trabalho com plantas de canola, Zhao et al. (2004) relataram que a pequena distancia dos nds

da haste retardaram o avanco do patdgeno, enquanto Wegulo et al. (1998), ao constatar
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divergéncias nas medidas de descoloracdo das hastes, &€ mais enfatico ao mencionar que o

tecido lenhoso de hastes de soja reduz a difuséo do acido oxalico.

FIGURA 3. Progresso de mofo branco em plantas de girassol. (A) dois dias apds a

inoculacdo; (B) quatro dias apds a inoculagéo.

Com a expansdo da lesdo observou-se 0 avanco da doenca sobre os tecidos afetados,
resultando na morte de plantas de girassol, cartamo e crambe. A velocidade com que S.
sclerotiorum colonizou os tecidos de girassol e cartamo, aliado a grande quantidade de plantas
mortas das culturas no 1E, proporcionaram valores significativamente superiores tanto para a
AACPD para a severidade como também para o indice de doenca. Avaliando a suscetibilidade
de hibridos de girassol, Reimonte e Castafio (2008), também verificaram elevado percentual
de severidade de mofo branco, relatando valores médios de 93% quantificado aos 60 dias ap6s
a inoculacdo. Ndo se registrou a morte de plantas de canola e nabo forrageiro, porém, ainda
assim, as culturas ndo diferiram da cultura do crambe em relacdo ao indice de doenca e
AACPD para a severidade.

No 2E a doenca ndo se desenvolveu de maneira uniforme, sendo constatados 50, 22,2
e 5,5% de plantas mortas para girassol, crambe e cartamo, respectivamente. Tem sido relatada
significativa quantidade de compostos fendlicos, seja constitutivos ou induzidos, responsaveis
pela resisténcia de genotipos de girassol a S. sclerotiorum (PRATS et al.,, 2007). Nos
resultados observados no trabalho, notou-se indice de doenca e AACPD para severidade
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superiores para a cultura do girassol, supondo-se que a efetividade dos referidos compostos
ocorra em outros locais da planta, como nos capitulos conforme citado no trabalho de Prats et
al. (2003), ou mesmo porque o material utilizado na pesquisa seja suscetivel. Destaca-se para
ambas as caracteristicas (ID e AACPD), as culturas de nabo forrageiro e canola que
apresentaram valores significativamente inferiores as demais culturas estudadas. Expondo
plantas de canola a 40 mM de acido oxalico, Bradley et al. (2006), ndo observaram lesGes,
tampouco murcha, sugerindo uma possivel tolerancia das plantas ao acido.

Com a sequéncia do processo infeccioso, tém-se a morte da célula do hospedeiro e
este processo € entdo desviado para as necessidades nutricionais do fungo (DICKMAN,
2007). Posteriormente a extragdo dos compostos essenciais, inicia-se o desenvolvimento dos
esclerodios. No 1E, verificou-se nas plantas de girassol o menor intervalo de tempo entre a
inoculacédo das plantas e o aparecimento dos esclerddios, onde em apenas oito dias, constatou-
se a presenca das estruturas de resisténcia (Tabela 2). No 2E os primeiros esclerodios também
foram observados nas plantas de girassol, sem, contudo, apresentar diferenca para o periodo

com gue as estruturas se desenvolveram em crambe.

TABELA 2. Tempo para o aparecimento dos esclerédios (TAE), nimero (NE) e massa por
esclerédio (ME) em plantas oleaginosas submetidas a inoculagdo com o fungo

Sclerotinia sclerotiorum.

1° Ensaio Experimental 2° Ensaio Experimental

Culturas  TAE (dias) NE (n°) ME (g) TAE (dias) NE (n°) ME (g)
Girassol 8,2d 23,7a 0,0363 a 195b 155a 0,0206 a
Cartamo 13,1c 10,1b 0,0077 b 26,0 a 2,3b 0,0171b
Crambe 25,0a 10,3 b 0,0077 b 22,0b 3,1b 0,0083 ¢
Canola 19,0b 3,3¢C 0,0055 b - 00c 0,0d
Nabo F. - 0,0d 0,0b - 0,0c 0,0d

Niger - 00c 0,0d
CV (%) 9,04 15,74 4,06 10,35 5,13 0,13

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Foi observada correlacdo positiva entre o NE e o TL e AACPD para lesdo, em
valores de 0,97 e 0,95 no 1E e 0,97 e 0,99 no 2E, respectivamente. Em ambos 0s ensaios
experimentais constatou-se maior quantidade de esclerdédios em plantas de girassol, enquanto

cartamo e crambe apresentaram valores que néo diferiram entre si.
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Salienta-se que ndo ocorreu desenvolvimento de esclerodio nas hastes de plantas de
canola no 1E, sendo que os valores registrados na Tabela 2 foram oriundos das folhas caidas
apos o contato com micelio fangico. Diferente dos resultados encontrados por Zhao et al.
(2004), que relataram a formacéo de esclerodios em hastes de cultivares de canola suscetiveis.
Uma observacdo interessante realizada no trabalho foi a constatacdo de germinagéo
carpogénica dos esclerédios produzidos nas folhas de canola sobre a superficie do solo, que
aliado as condicdes favoraveis ao patdgeno, formaram apotécios e 0s ascOsporos, ao serem
liberados, infectaram todas as plantas de girassol, inicialmente ndo inoculadas, provocando
sua morte. Mofo branco é uma doenca monociclica, 0 que torna incomum a produgdo de
esclerédio, germinagdo carpogénica e consequente infeccdo das plantas em uma mesma
estacdo de cultivo. Por duas oportunidades em lavouras de soja, Mueller et al. (1999),
observaram germinacdo carpogénica de esclerodios produzidos na mesma safra, porém,
nenhuma planta foi infectada.

No 1E verificou-se elevada diferenca entre a massa de esclerddios produzidos nas
plantas de girassol quando comparado a cartamo, crambe e canola, que apresentaram
esclerodios com massa inferior a 0,019, considerado de menor potencial infectivo (Capitulo
[11). No 2E, os esclerodios formados em girassol também apresentaram massa
significativamente superior aos encontrados em cartamo e crambe, todavia, apenas em crambe
se desenvolveu esclerddios com massa inferior a 0,01g.

Para as plantas de niger, ao contrario dos resultados de Bradley et al. (2003), ndo se
constatou a formacdo de esclerédios, mesmo as plantas apresentando lesdes de 2,67 cm em
média e 27,7% de indice de doenca. Visualmente, o desenvolvimento do patdégeno e o0s
consequentes danos as plantas de niger foram semelhantes aos observados para cartamo e
crambe, todavia, nesta cultura ndo ocorreu formacdo de esclerddio. Esse fato demonstra a
necessidade de maiores investigacdes a cerca do assunto, afinal, uma cultura que néo
multipligue um patégeno tdo agressivo quanto S. sclerotiorum, seria uma alternativa
extremamente interessante para compor esquemas de rotacdo de culturas, de modo a nao
aumentar a fonte de in6culo do patégeno no solo.

A taxa de crescimento das plantas (TC) verificada no 1E demonstrou ser um
importante e rapido indicativo da interferéncia do patdgeno sobre o crescimento das culturas.
Logo na primeira coleta de dados, aos 7 dias ap0s a inoculacdo (DAI), constatou-se que as
plantas de canola, crambe, cartamo e girassol apresentaram significativa redugdo na TC, em
valores de 41,7, 61,5, 82,8 e 83,8%, respectivamente. Mesmo em plantas de nabo forrageiro,

apesar da auséncia de diferenca na analise, observou-se 46,2% de reducéo aos 7 DAI, como se



18

a planta desviasse seus recursos metabdlicos para a defesa contra S. sclerotiorum, em

detrimento de seu crescimento (Tabela 3).

TABELA 3. Taxa de crescimento de culturas oleaginosas submetidas e ndo a inoculagdo com

o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

1° Ensaio Experimental

Inoculacéo , Culturas -
Canola Cartamo Crambe Girassol Nabo F.
7 dias ap6s a inoculacao
Nao inoculadas 1,39a 2,04 a 091a 2,59a 0,78 a
Inoculadas 0,81b 0,35b 0,35b 0,42b 0,42 a
CVv 12,21%
14 dias ap06s a inoculagdo
Nao inoculadas 0,49 a 1,06 b 1,47 a 1,35a 0,36 a
Inoculadas 0,56 a 1,36 a 1,07 b 143 a 0,28 a
CVv 8,10%
21 dias apo6s a inoculagdo
Nao inoculadas 0,18 a 0,88 a 1,57 a 0,87 a 0,17 a
Inoculadas 0,28 a 0,39b 0,92b 0,57b 0,14a
CVv 9,24%
28 dias apo6s a inoculacao
Nao inoculadas 0,17 a 0,99 a 2,44 a 1,03a 0,08 a
Inoculadas 0,14 a 0,48 b 1,59 b 0,86 a 0,28 a
CVv 11,39%
2° Ensaio Experimental
Inoculacéo Culturas_
Canola Cartamo Crambe Girassol Nabo F. Niger
7 dias apds a inoculacao
Nao inoculadas 0,44 a 2,14 a 592 a 2,71a 0,68a 2,65a
Inoculadas 0,40 a 2,13 a 5,73 a 2,42 a 0,16 b 2,76 a
CVv 9,56%
14 dias ap06s a inoculagdo
Nao inoculadas 091a 2,13 a 4,83 a 2,37 a 1,88 a 1,86 a
Inoculadas 0,46 a 1,96 a 470 a 2,00 a 0,42b 221a
CVv 14,58%
21 dias apo6s a inoculagdo
Nao inoculadas 1,78 a 2,38 a 2,20 a 1,76 a 2,26 a 0,82a
Inoculadas 1,33a 2,21a 1,87 a 1,39 a 0,71b 0,89 a
CVv 18,31%
28 dias apos a inoculagéo
Nao inoculadas 3,05a 251a 0,80 a 0,81a 1,38 a 0,25a
Inoculadas 2,09b 2,35a 0,66 a 0,38 b 1,36a 0,29 a
CVv 18,01%

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Apos o reconhecimento do patdgeno, originam-se na planta alteragdes bioquimicas,
como a explosdo oxidativa, de modo a promover a formacdo de uma barreira toxica contra o
patdgeno por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio (RESENDE et al., 2003).
Yang et al. (2007) verificaram que plantas de canola reagiram a inoculacdo por meio da
explosdo oxidativa e observaram ainda, um aumento no influxo de Ca** para as células guarda
dos estdmatos, enquanto Klusener et al. (2002) observaram que o peroxido de hidrogénio atua
como um intermediario de sinalizacdo para o acido abscisico (ABA). O aumento nos niveis de
ambos, Ca** e ABA, estdo envolvidos na promocdo do fechamento estomatico,
provavelmente, em uma tentativa de se evitar a entrada de S. sclerotiorum. O aumento nas
concentracdes de ABA pode estar associado & menor TC constatada nas plantas inoculadas,
pois a diminuicdo na condutancia estomatal induzida por ABA, implica em reducdo na
atividade fotossintética e consequentemente, menor crescimento das plantas.

Em plantas de nabo forrageiro e canola, como mencionado anteriormente, foi
verificado um processo de cicatrizagdo no local da inoculagdo, cessando o progresso da
doenca, o que explicaria a semelhanca na TC mensurada aos 14, 21 e 28 DAI. A morte de
varias plantas de girassol e cartamo impossibilitaram a coeréncia nas quatro avaliacdes de
crescimento realizadas, enquanto que no patossistema crambe/S. sclerotiorum o progresso da
doenga ocorreu de forma mais lenta, porém, constante, evidenciado pela diferenca
significativa em todos os periodos apos a inoculagéo.

No 2E, a auséncia de ferimento nas hastes das plantas, proporcionou irregularidade
no periodo de infeccdo das culturas, o que implicaria na necessidade de se estender o periodo
de avaliacdo para se obter maior regularidade na TC. Esse fato torna-se evidente ao se
observar os crescentes percentuais de reducdo da TC de plantas de crambe e girassol com o
decorrer do periodo ap6s a inoculacdo, proporcionando, aos 28 DAI, 17,5 e 53,1% de
reducdo, respectivamente, todavia, diferenca significativa foi observada apenas em girassol. A
diferenca verificada em canola, provavelmente, estaria relacionada ao gasto energético
investido nos mecanismos de defesa da planta contra o patégeno, visto que os danos
provocados por S. sclerotiorum foram pouco relevantes.

Independente da metodologia utilizada na inoculagdo nota-se na Tabela 4, reducgéo de
11,4 e 10,1% no indice relativo de clorofila (IRC) de plantas de cartamo inoculadas no 1E e
2E, respectivamente. Para girassol, significativa reducdo no IRC foi constatada apenas no
primeiro ensaio. Resultados semelhantes foram observados por Perveen et al. (2010) em

plantas de horteld pimenta (Mentha arvensis). Segundo o0s autores a secre¢do de acido oxalico
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por S. sclerotiorum pode provocar a degeneragdo dos cloroplastos pela ruptura de suas
membranas, resultando em uma diminuig&o no teor de clorofila.

Torna-se importante salientar, independente da metodologia utilizada na inoculacéo,
a menor severidade de mofo branco nas plantas de nabo forrageiro, todavia, os resultados dos
caracteres fisiologicos e de rendimento verificados para a cultura, devem ser considerados
com ressalvas, pois a desuniformidade fenotipica apresentada pela cultivar impossibilitou a
coeréncia dos dados.

A reducdo na taxa de crescimento provocada pelo patdgeno, no 1E, foi determinante
nos menores valores observados para a altura de plantas de girassol, cartamo e crambe no
florescimento. O pequeno intervalo de tempo entre a inoculagéo e o florescimento, aliado ao
fato de ser justamente no florescimento, o estadio onde ocorre a maior demanda por
fotoassimilados, tornam o periodo, critico para o desenvolvimento das plantas doentes. Com
excecdo a cultura de girassol, devido a morte das plantas, 0 comportamento se manteve por
ocasido da colheita, onde a medida da altura de plantas também indicou interferéncia negativa
da inoculacdo com o patdgeno.

Os danos provocados por S. sclerotiorum, em ambos 0s ensaios, resultaram em
reducdo na massa seca da parte aérea (MSPA) de plantas de cartamo, em um percentual de
12,7 e 13,7%, no primeiro e segundo ensaio, respectivamente (Tabela 4). Apesar da auséncia
de diferenca significativa, vale destacar os 13,2% de reducdo na MSPA de plantas de crambe
no 1E e os percentuais de 13,1 em crambe e 14,6 em girassol, comparando-se as plantas
inoculadas com disco de micélio aquelas ndo inoculadas. Os danos de S. sclerotiorum na
massa seca da parte aérea das plantas tém-se mostrado ainda mais significativos em outras
culturas, verificando-se reducdo de 40,3% em plantas de horteld (PERVEEN et al., 2010) e
42,5% em pepino (Cucumis sativus) (ETHUR et al., 2005).

A colonizacdo das hastes das culturas pelo patégeno interfere na translocacdo dos
fotoassimilados na planta, proporcionando menor acimulo de massa seca da parte aérea e de
raizes. Dentre os caracteres fisioldgicos analisados, os maiores percentuais de reducao,
ocasionados pelo fungo, foram constatados para a massa seca de raiz, destacando-se 0s
valores de 20,2% encontrados em cartamo e 29,9% em crambe no 1E, e no 2E, 19,2, 22,0,
35,3 e 36,7% verificados em cartamo, niger, crambe e girassol, respectivamente. No entanto,
salienta-se que a diferenca foi significativa apenas para as duas Ultimas culturas citadas. Os
danos ocasionados por S. sclerotiorum ao sistema radicular das plantas sdo coerentes aqueles
relatados em outras culturas, como as reducdes de 29,7% na massa seca de raizes de pepino
(ETHUR et al., 2005) e os 42,9% verificados em horteld (PERVEEN et al., 2010).
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TABELA 4. indice relativo de clorofila, altura de plantas no florescimento e na colheita,
massa seca da parte aérea e de raiz de culturas inoculadas comparada as ndo
inoculadas com o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

1° Ensaio Experimental

Inoculacéo - Culturas -
Canola Cartamo Crambe Girassol Nabo F.
indice Relativo de Clorofila
N&o inoculadas 37,3a 446 a 30,6 a 319a 30,4a
Inoculadas 35,6 a 395b 32,3a 29,2 b 315a
CcVv 2,85%
Altura de Plantas no Florescimento (cm)
Nao inoculadas 34,2a 1145a 76,5a 123,7 a 75,4 a
Inoculadas 32,2a 97.4b 63,4 b 855hb 68,8 a
CcVv 7,53%
Altura de Plantas na Colheita (cm)
Nao inoculadas 132,2a 116,8 a 165,4 a 151,2a
Inoculadas 130,1a 98,0b 140,4 b 1442 a
CcVv 6,88%
Massa Seca da Parte Aérea (g)
Nao inoculadas 3,61la 9,26 a 5,69 a 432 a
Inoculadas 3,21 a 8,08 b 494 a 3,73 a
CcVv 7,54%
Massa Seca de Raiz (g)
Nao inoculadas 2,15 3,12 1,77 4,09
Inoculadas 2,09 2,49 1,24 3,85
CcVv 10,79%
2° Ensaio Experimental
Inoculagéo - Culturas - -
Canola Cartamo Crambe Girassol Nabo F. Niger
indice Relativo de Clorofila
Nao inoculadas 38,1a 455 a 33,1a 320a 316a 33,7a
Inoculadas 376a 409b 33,1a 31,2a 32,1a 325a
CcVv 2,25%
Altura de Plantas no Florescimento (cm)
Nao inoculadas 57,9 119,2 66,7 101,8 68,3 55,7
Inoculadas 56,2 114,6 63,8 91,9 63,3 56,6
CcVv 8,39%
Altura de Plantas na Colheita (cm)
Nao inoculadas 115,2 119,7 121,0 100,8 169,1 81,3
Inoculadas 122,0 114,3 115,4 92,7 175,3 88,5
CcVv 6,91%
Massa Seca da Parte Aérea (Q)
Nao inoculadas 4,48 a 7,82a 5,13 a 5,83 a 4,92 a 5,22 a
Inoculadas 4,65 a 6,75 b 4,46 a 4,98 a 5,18 a 4,86 a
CcVv 8,48%
Massa Seca de Raiz (g)
Nao inoculadas 1,81a 193a 1,84 a 1,58 a 201a 091a
Inoculadas 155a 1,56 a 1,19b 1,00 b 2,07 a 0,71a

Cv 10,97%
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Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Verifica-se, na Tabela 5, que o fungo S. sclerotiorum causou significativa redugdo no

rendimento das culturas em relagéo as plantas ndo inoculadas.

TABELA 5. Quantificacdo dos danos nos componentes do rendimento de culturas inoculadas

comparada as nao inoculadas com o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

1° Ensaio Experimental

Culturas
Inoculacao Canola Cartamo Crambe Nabo F.
Numero de Siliqua/Capitulo por Planta
Né&o inoculadas 51,6 a 2,7a - 8,6b
Inoculadas 452 b 0,3b - 13,1a
CVv 14,07%
Numero de Sementes/Siliqua ou Capitulo
N&o inoculadas 9,48 9,83 - 2,04
Inoculadas 9,92 8,40 - 2,16
CV 15,47%
Massa de Cem Graos (g)
Né&o inoculadas 0,34 a 5,25* a 1,20 a 1,33* a
Inoculadas 0,3la 4,81* b 0,88 b 1,31*a
CV 5,44%
Rendimento (g.planta™)
Nao inoculadas 1,46 a 1,20 a 2,00 a 0,23 a
Inoculadas 1,28 a 0,10b 1,34b 0,39a
CVv 11,04%
2° Ensaio Experimental
Culturas
Inoculacao Canola Cartamo Crambe  Girassol Nabo F. Niger
Numero de Siliqua/Capitulo
N&o inoculadas 46,0 a 25a - 10a 10,8 a 37,3a
Inoculadas 42,0 a 2,3a - 0,7a 5,8b 329a
CVv 11,76%
Numero de Sementes/Siliqua ou Capitulo
N&o inoculadas 7,95 a 21,08 a - 415a 2,58 a 1,50 a
Inoculadas 7,06 a 23,39 a - 210b 1,86a 154a
CV 33,07%
Massa de Cem Graos (g)
N&o inoculadas 0,32 a 447* a 091a 3,00* a 1,36*a 0,61*a
Inoculadas 0,31a 3,87*b 0,97 a 2,58* a 1,43* a 0,52* a
CV 7,19%
Rendimento (g.planta™)
Néo inoculadas 1,16 a 2,01 a 1,87a 121a 0,37 a 0,33 a
Inoculadas 1,06 a 1,60 b 1,53 b 0,55b 0,14 a 0,26 a
CV 8,06%

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

*Valores estimados.
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Constataram-se, no 1E, perdas severas, 91,7%, na cultura do cértamo. Esse
decréscimo pode ser atribuido ao conjunto dos percentuais de reducdo observados para 0s
componentes do rendimento da cultura, citando-se os 8,4% na massa de 100 gréos, 14,6% no
numero de sementes por capitulo e principalmente, 88,9% no nimero de capitulos por planta.
Vale destacar, apesar da auséncia de comparagdo em virtude da morte das plantas na
testemunha, que todas as plantas de girassol inoculadas, no primeiro ensaio experimental,
morreram, provocando a perda total no rendimento da cultura.

Notou-se, em plantas de crambe, massa 26,8% inferior nas amostras de 100 grdos e
um decréscimo de 33,0% no rendimento da cultura. Somando-se aos prejuizos observados no
rendimento da cultura, constatou-se ainda, a transmissdo de S. sclerotiorum as sementes de
crambe em percentuais de 0,5%. A taxa pode ser considerada baixa, porém, sabe-se que a
semente infectada esta entre os principais meios de introducdo do patdégeno em novas areas
(Capitulo 11). A transmissdo constatada em crambe estd associada ao crescimento do micélio
fangico, que ao disseminar-se sobre o tecido do hospedeiro entra em contato direto com as
sementes da cultura que sdo produzidas ao longo das hastes da planta. Deste modo, pode-se
inferir que mais importante do que a severidade da doenga para a transmissdo, seria a
localizacdo do patdgeno sobre o hospedeiro.

No 2E, os prejuizos causados por S. sclerotiorum foram mais relevantes na cultura do
girassol, constatando-se 54,6% de reducdo no rendimento das plantas quando inoculadas,
evidenciado, principalmente, pelo decréscimo de 30,0 e 49,4% no nimero de capitulos por
planta e nimero de sementes por capitulo, respectivamente. Assim como verificado no
primeiro ensaio experimental, as culturas de cartamo e crambe também apresentaram
significativa reducdo no rendimento por planta, relatando-se valores de 20,4 e 18,2%,
respectivamente.

As reducOes na producdo dependem da fase de crescimento em que as plantas séo
infectadas (HAHN, 2002), porém, independente do estadio fenoldgico, tem sido relatado
efeitos negativos da infeccdo de S. sclerotiorum. Del Rio et al. (2007) verificaram reducéo
média de 13,13 kg.ha™* para cada ponto percentual de incidéncia de podriddo de Sclerotinia
em canola, enquanto que Miindel et al. (1985), avaliando a resisténcia de plantas de cartamo a
S. sclerotiorum, observaram por duas safras seguidas, reducdo média de 340 kg.ha™ no
rendimento das plantas. Corroborando com os resultados, Danielson et al. (2004), em trabalho
com inoculacdo de cultivares de soja em dois estadios de crescimento, verificaram dados

consistentes que evidenciaram a reducdo no rendimento da cultura, ocasionado por S.
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sclerotiorum, por duas safras consecutivas, no entanto, relataram que as perdas nos
componentes do rendimento apresentaram efeito variavel.

A inoculacdo das plantas de niger ndo proporcionou diferenca significativa para
nenhuma variavel fisioldgica ou de rendimento, entretanto, podem ser observadas reducgdes na
massa seca, tanto da parte aérea (6,9%), como de raizes (22,0%), no nimero de capitulos por
planta (11,8%), massa de 100 gréos (14,8%) e no rendimento (21,2%), o que torna plausivel
inferir, que o maior beneficio na utilizacdo da cultura quando comparado as demais com

percentual de reducdo semelhante, seria o fato da espécie ndo multiplicar o patégeno.



1.4 CONCLUSOES

Sclerotinia sclerotiorum é patogénico as culturas: girassol, cartamo, crambe, niger,
canola e nabo forrageiro.

Plantas de girassol apresentam maior suscetibilidade a Sclerotinia sclerotiorum.

Plantas de nabo forrageiro e canola apresentam mecanismos de defesa em resposta
ao processo infectivo de Sclerotinia sclerotiorum.

Constata-se maior resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum em plantas de nabo
forrageiro.

A infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum provoca perdas relevantes no rendimento das
culturas do girassol, cartamo e crambe.

Constata-se transmissdo de 0,5% de Sclerotinia sclerotiorum as sementes de crambe.
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CAPITULO Il

INOCULACAO DE Sclerotinia sclerotiorum EM SEMENTES DE OLEAGINOSAS:
TRANSMISSAO E SEUS EFEITOS SOBRE A EMERGENCIA DE PLANTAS

RESUMO: A associacao de fungos as sementes pode representar importante fonte de indculo
no campo e por meio da transmissdo as plantulas, prejudicar o estabelecimento e
desenvolvimento das culturas. O trabalho propbs-se a verificar a transmissibilidade de
Sclerotinia sclerotiorum de sementes de canola, cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e
niger inoculadas artificialmente e suas implicacdes na emergéncia de plantulas. O isolado
fangico, coletado em lavoura de soja e multiplicado em cenoura, foi repicado em placas de
Petri contendo meio BDA, incubado a 20°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds o crescimento do
patdgeno, foram colocadas 50 sementes das culturas em cada placa, onde permaneceram por
um periodo de 20 horas. Como testemunha utilizaram-se sementes incubadas nas mesmas
condicdes, porém apenas em meio BDA. O ensaio foi conduzido em sala climatizada,
temperatura de 24°C e umidade de 70%. As sementes foram semeadas em bandejas contendo
8,5 dm?3 de solo (Latossolo Vermelho Distroférrico). Aos quinze dias ap6s a semeadura foi
quantificado o indice de velocidade de emergéncia e o percentual de emergéncia e
tombamento. A comprovacado da transmissao foi realizada em meio Neon. Observou-se que S.
sclerotiorum pode ser transmitido para as plantulas das culturas quando associado as suas
sementes, sendo uma importante fonte de indculo. O fungo provocou tombamento de pré e
pés-emergéncia em todas as espécies estudadas e por meio do teste Neon pode-se inferir que o
dano foi ocasionado pela inoculacdo com o patdgeno. Excecao a cultura da canola constatou-

se reducdo na emergéncia e no indice de velocidade de emergéncia das culturas.

Termos para indexacao: taxa de transmisséao, fonte de inéculo, teste Neon



INOCULATION OF Sclerotinia sclerotiorum IN SEED OF OLEAGINOUS PLANTS:
TRANSMISSION AND EFFECTS ON EMERGENCE

ABSTRACT: The seed-fungi association may represent an important source of inoculum in
the field and pathogen transmission to seedlings, affecting the establishment and development
of crops. The study aimed to verify the transmission of Sclerotinia sclerotiorum of rapeseed,
safflower, crambe, sunflower, radish and niger seed (artificially inoculated) and its
implications on seedling emergence. The fungal isolate, collected in the soybean crop and
multiplied in carrot was peaked in Petri dishes containing PDA medium and incubated at
20°C and 12 hours photoperiod. After the growth of the pathogen, 50 seeds were placed on
each plate cultures where they remained for a period of 20 hours. As a control we used seeds
incubated under the same conditions, but only on PDA. The test was conducted in a climatic
chamber at 24°C and 70% humidity. The seeds were sown in trays containing 8.5 dm?® of soil
(Rhodic Acrustox). At fifteen days after sowing, speed index of emergency and percentage of
emergency and damping-off were quantified. Evidence of transmission was held in Neon
culture medium. It was observed that S. sclerotiorum can be transmitted to seedlings of crops
when associated with its seeds, being an important source of inoculum. The fungus caused
damping-off in all of the studied species and by testing on Neon medium can be inferred that
the damage was caused by inoculation with the pathogen. Exception to the rapeseed crop, it

was found reduction in the emergency and speed index of emergence of cultures.

Index terms: transmission rate, source of inoculum, Neon test



2.1 INTRODUCAO

Com o advento do biodiesel, muitas espécies oleaginosas tém sido comercializadas e
cultivadas, sem, no entanto, testes ou fiscalizacfes que atestem padrdes minimos de qualidade
destinados & produgdo de sementes, o que torna frequente a ocorréncia de problemas
relacionados a qualidade fisiologica e sanitéria das sementes. A grande maioria das culturas
estd sujeita ao ataque de doencas, sendo grande parte dos seus agentes etioldgicos
transmitidos pelas sementes. Para Teixeira e Machado (2003) a presenca de patdgenos em
sementes relaciona-se diretamente & baixa germinacdo, vigor e deterioragdo, uma vez que a
maioria desses patdgenos pode ser transmitida & progénie, causando Sérios prejuizos
econémicos aos produtores. No entanto, Marino et al. (2008) salientam que a constatacdo da
presenca de micro-organismos, mesmo patogénicos, na semente, ndo € suficiente para garantir
a infeccdo da planta proveniente dessa semente, pois varios sdo os fatores que influenciam na
transmissao.

A expansdo das culturas associada a falta de cuidados fitossanitarios, como sementes
infectadas, desempenha importante papel na disseminacdo e fonte de in6culo para cultivos
posteriores, sendo responsdvel pela introducdo de patdgenos em &reas indenes
(VENTUROSO et al., 2008). Do ponto de vista fitopatologico, a importancia da associacdo
patdgeno-semente ndo reside apenas no fato de ser mais um processo de disseminacao, mas,
também, por se constituir em um meio de sobrevivéncia do patdgeno em contato direto com o
hospedeiro, assegurando a introducdo do patégeno ja nos primeiros estagios de
desenvolvimento da planta (SANTOS et al., 1996).

Entre os patdgenos disseminados por sementes destaca-se o fungo Sclerotinia
sclerotiorum, agente causal da doenga conhecida como mofo branco. Este patdgeno pode ser
transmitido, associado as sementes na forma de micélio dormente ou acompanhando o lote
por meio de estruturas de resisténcia, chamadas esclerddios. Infeccdo de sementes tem sido
relatada em alguns hospedeiros, os quais incluem feijdo, soja e girassol (TU, 1988; YANG et
al., 1998; MUELLER et al., 1999). Os resultados de Ben-Yephet e Bitton (1985) onde
relataram que até 90% dos ascasporos, a fonte de in6culo priméario, permanecem dentro de
100 metros do local de dispersdo, possibilita enfatizar o maior potencial patogénico de
disseminacdo a longas distancias, por meio de sementes infectadas comparado a ejecéo de
ascdsporos.

O bom desempenho de uma cultura depende da qualidade das suas sementes, pois

elas contém todo o potencial genético que a planta pode expressar (MENEZES et al., 2011).
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O uso de sementes com boa qualidade e dentro dos padrdes estabelecidos para as principais
culturas e doengas estd entre as melhores estratégias para diminuir a disseminacdo de
patogenos. Nesse sentido, esteve em consulta publica, pelo Ministério da Agricultura na
Portaria n® 47, de 26 de fevereiro de 2009 (Diario Oficial 40, secdo 1, pag. 10 e 11 de
02/03/2009), o padréo zero para S. sclerotiorum em sementes de feijdo, soja e girassol, ndo
podendo haver nenhum esclerédio no exame da amostra de sementes secas, todavia, 0 texto
ndo menciona a infeccdo de sementes por micélio fangico, outro indculo com potencial para
transmissdo da doenca.

No Brasil tem-se verificado a preocupagdo com relacdo a infeccdo das sementes por
micélio de S. sclerotiorum, todavia, a taxa de transmissdo do patégeno para muitos de seus
hospedeiros ainda ndo foi quantificada, tampouco, tem-se relacionado a infecgdo fingica com
o0 vigor de sementes e desenvolvimento de plantas. Diante do contexto, o trabalho propds-se a
verificar a transmissibilidade de S. sclerotiorum de sementes de canola, cartamo, crambe,
girassol, nabo forrageiro e niger inoculadas artificialmente, assim como sua relagdo e

implicacdes na emergéncia de plantulas.



2.2 MATERIAL E METODOS

Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum foram coletados em lavoura de soja e
submetidos a assepsia em alcool 50% e hipoclorito de sodio a 1,0%, ambos por um minuto, e
lavados com &gua destilada e esterilizada, sendo acondicionados, posteriormente, em camara
de fluxo de ar para secagem. O isolado fungico foi multiplicado em cenoura, por meio do
acondicionamento de 100 g de cenoura, cortadas em rodela, em erlenmeyers, o qual foi
autoclavado por 20 minutos a 120°C. Apds seu resfriamento, discos colonizados com micélio
do patégeno foram depositados sobre o substrato e incubado a 20°C (+2°C) sob escuro
continuo, permanecendo nestas condigdes até a formacdo dos esclerddios. Os esclerddios
produzidos foram repicados em placas de Petri contendo meio BDA, as quais foram vedadas
com filme plastico e incubadas em BOD a uma temperatura de 20°C (£2°C) e fotoperiodo de
12 horas, para promover a coloniza¢do do meio de cultura pelo patégeno.

Depois do crescimento do patdgeno, 50 sementes de cada cultura, canola (Brassica
napus var. oleifera), cartamo (Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abssynica), girassol
(Helianthus annuus), nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus) e niger (Guizotia
abyssinica), previamente desinfestadas, como mencionado para 0s esclerddios, foram
depositadas em camada Unica e levemente pressionadas sobre o meio colonizado, onde
permaneceram por um periodo de 20 horas. Como testemunha utilizaram-se sementes
incubadas nas mesmas condicgdes, porém apenas em meio BDA. Foi adotado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 6 x 2, com 4 repeticdes.

O ensaio foi conduzido em sala climatizada, temperatura de 24°C (x1°C) e umidade
de 70%. Foram semeadas 200 sementes por tratamento em bandejas contendo 8,5 dm3 de solo
peneirado, do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico, coletado em area ndo cultivada. O solo
foi irrigado, mantendo-se um turno de rega de dois dias, de modo a manter a umidade do solo
em 60% da capacidade de campo.

A patogenicidade foi analisada na emergéncia e pos-emergéncia, quantificando-se
aos quinze dias apds a semeadura, o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e o percentual
de emergéncia e tombamento de plantulas. Foi considerada como emergida a semente que
demonstrou sua aptiddo em produzir uma planta normal sob condig¢des de campo (BRASIL,
2009). O IVE foi calculado pelo somatorio dos quocientes resultantes entre o numero total de
plantas emergidas a cada dia e o nimero de dias decorridos da semeadura. O percentual de
tombamento foi mensurado contando-se 0 numero de plantulas tombadas com ou sem a

presenca de micélio fungico em relagdo ao numero de plantulas emergidas.
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Para avaliacdo da transmissibilidade via sementes, do patégeno para as culturas,
foram coletadas quinze sementes ndo emergidas, quinze pléntulas tombadas e quinze
plantulas assintomaticas, lavadas em agua corrente para retirada do solo aderido as mesmas e
submetidas a assepsia, adotando-se 0 mesmo procedimento utilizado para os esclerodios.
Posteriormente, para comprovagao da transmissdo, os fragmentos vegetais foram plaqueados
em meio Neon (STEADMAN et al., 1994). Em seguida, as placas foram incubadas a 20°C
(x2°C) e fotoperiodo de 12 horas, até a mudanca da cor do meio de azul para amarelo. O
nimero de plantulas assintomaticas de crambe, e tombadas de crambe e cartamo foram
inferiores aos valores previamente estabelecidos para realizagdo do teste Neon, sendo
utilizada, nestes casos, a quantidade de material disponivel.

Os dados foram submetidos a analise de variancia com auxilio do programa
SISVAR, e as médias comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.



2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada interacdo significativa entre os fatores estudados para as analises de
emergéncia e IVE. As culturas diferiram no percentual de emergéncia, em ambas as situacdes,
quando inoculadas como também para aquelas ndo submetidas a inoculacdo (Tabela 1).
Torna-se importante salientar a significativa redugdo na emergéncia das plantas de niger, nabo
forrageiro, girassol, cartamo e crambe inoculadas com S. sclerotiorum, destacando-se as

quatro ultimas culturas, que apresentaram reducdo superior a 60% na emergéncia de plantas.

TABELA 1. Percentual de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
percentual de reducdo em relacdo a testemunha ndo inoculada (SI) de espécies
oleaginosas submetidas a inoculacdo artificial com o fungo Sclerotinia

sclerotiorum.

Emergéncia (%) Percentual IVE Percentual
Culturas

Sl INOC de reducéo Sl INOC de reducéo
Canola 98,0Aa 77,0Aa 21,4 118Aa 10,6Aa 10,2

Niger 96,1 Aa 63,2Ba 34,2 13,1Aa 8,8Ba 32,8

Nabo F. 980Aa 343Bb 65,0 126 Aa 103Aa 18,3
Girassol 740Ab 250Bb 66,2 84Ac 39Bb 53,6
Crambe 79,4 Ab 44Bc 94,5 99AbDb 0,7Bd 92,9
Cértamo 58,3AcC 11,8Bc 79,8 70AcC 19Bc 72,9
CV (%) 11,27 7,58

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de

agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade.

S. sclerotiorum causou a morte de sementes de todas as culturas estudadas, mesmo
antes de iniciarem o processo germinativo, fato que pode estar associado a agressividade e
condicOes favoraveis ao patdgeno. A maior quantidade de sementes mortas pelo patdgeno foi
verificada em crambe, constatando-se apenas 4,4% de emergéncia para as sementes
inoculadas. Semelhantemente ao ocorrido no trabalho, Mueller et al. (1999), também
observaram que a maioria das sementes de soja infectadas com S. sclerotiorum néo
germinaram. Inoculando S. sclerotiorum em sementes de soja por meio de solugdo de manitol,
Machado et al. (2001) relataram emergéncia de 20% para sementes colocados em meio sem

restricdo hidrica, enquanto aquelas submetidas aos potenciais de -0,6, -0,8 e -1,0 MPa
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apresentaram mais de 90% de sementes mortas. Os autores enfatizaram que o fungo localiza-
se internamente nas sementes, uma vez que em mais de 90% das sementes que foram
desinfestadas com hipoclorito detectou-se a presenca do fungo. De acordo com Botelho et al.
(2008) internamente, fungos podem sobreviver por mais tempo, aumentando também a
probabilidade de causarem doenca em plantas. Este fato demonstra a maior dificuldade e
importancia no controle do patdgeno quando associado as sementes.

Deve-se enfatizar que mesmo proporcionando condi¢fes adequadas ao crescimento e
desenvolvimento de S. sclerotiorum, a cultura de canola ndo apresentou reducdo significativa
na emergéncia de plantas por ocasido da inoculacdo. N&o se pode afirmar que o fato esteja
relacionado a algum mecanismo de defesa das plantas ou mesmo ao periodo latente do
patdgeno, porém, salienta-se que investigacbes mais detalhadas merecem ser desenvolvidas.
Segundo Botelho et al. (2008) nem sempre a associacdo de fungos com sementes acarreta
doenca ou queda na qualidade fisioldgica, todavia, esta associagdo pode favorecer a
sobrevivéncia e disseminagdo do patdgeno.

As culturas de canola, niger e nabo forrageiro apresentaram os maiores indices de
velocidade de emergéncia, tanto as inoculadas como as que ndo tiveram contato com o
patdégeno. No entanto, assim como ocorreu para as plantas de girassol, crambe e cartamo,
também niger teve sua velocidade de emergéncia afetada por S. sclerotiorum. Todavia, a
maior reducdo, 92,9%, foi verificada na cultura do crambe. A patogenicidade de S.
sclerotiorum foi evidenciada por meio da reducdo na velocidade e emergéncia das plantas. Foi
constatada correlacdo linear positiva e significativa entre o percentual de reducdo do IVE e da
emergéncia, podendo-se inferir que a menor velocidade de germinagdo possibilitou maior
tempo de contato entre semente e patogeno, aliado ao fato de sementes liberarem certas
quantidades de acucares com o atraso da germinacao, favoreceram a infeccdo pelo patdgeno e
a consequente reducdo na capacidade germinativa das sementes. Machado et al. (2001)
constataram que 0 aumento do tempo de exposicdo das sementes ao fungo S. sclerotiorum,
resultou na morte de todas as sementes de soja.

O fungo provocou tombamento de pré e pds-emergéncia em todas as culturas
estudadas (Figura 1), porém, destaca-se o elevado percentual de tombamento de pos-
emergéncia nas plantulas de nabo forrageiro, provavelmente, associado a alta velocidade com
que as plantulas da cultura emergiram, fazendo com que o ataque do patdgeno fosse

direcionado, principalmente, ao colo das plantulas inoculadas apds sua emergéncia.
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Tombamento (%)

Culturas

FIGURA 1. Percentual de tombamento pds-emergéncia de culturas oleaginosas submetidas

(INOC) e néo (SI) a inoculagdo com o fungo Sclerotinia sclerotiorum. (Médias

seguidas pela mesma letra, mailscula nas colunas e mindscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade).

Comportamento semelhante, porém em menor intensidade, foi verificado para as
culturas da canola, girassol e niger com percentual de tombamento de 15,2, 10,8 e 8,8%,
respectivamente. Para o girassol em particular, vale salientar um fato interessante, apesar de
comum em muitas dicotiledoneas, onde as plantulas emergiram e permaneceram com 0O
tegumento da semente aderida aos cotilédones, promovendo, desta forma, a transmissdo via
tegumento-cotilédone ap6s a emergéncia, 0 que se poderia denominar de transmissdo
cotiledonar. Em soja, tem sido relatado, que S. sclerotiorum utiliza justamente os cotilédones
como fonte de energia para producdo de novos esclerodios (YANG et al., 1998). Esta situacéo
foi observada apenas em girassol, e ajuda a explicar o fato da cultura ter sua velocidade de
emergéncia reduzida em 53,6% e ainda assim apresentar percentual de tombamento similar as
culturas que ndo tiveram IVE significativamente reduzido pelo patégeno. Como S.
sclerotiorum pode sobreviver saprofiticamente, sua manutencdo no tegumento das sementes,
quando préximo aos tecidos vegetais, representa efetiva fonte de inoculo do patégeno no solo.

Somente para a cultura do crambe foi observado tombamento de plantulas para as
sementes ndo inoculadas. As referidas plantulas foram colocadas em camara Uumida, sendo
constatado a presenca do fungo Alternaria sp. Em ensaios preliminares também foi verificado
a associacdo de Alternaria sp. as sementes de crambe e cartamo, provocando tombamento em

ambas as culturas. A transmissdo de Alternaria a partir de sementes infectadas também foi



38

verificada em outras culturas, como coentro (REIS et al., 2006) e feijio (MORAES e
MENTEN, 2006).

A patogenicidade do fungo associado as sementes e plantulas foi comprovada por
meio do teste Neon (Figura 2), evidenciado pela deteccdo do patdgeno em todas as sementes e
plantulas sintométicas plaqueadas sobre o meio de cultura (Tabela 2). O teste revelou que o
patdgeno pode ser transmitido para as plantulas das culturas quando associado as suas

sementes, sendo uma importante fonte de in6culo em condicgdes favoraveis ao patdgeno.

FIGURA 2. Teste Neon em girassol: (A) Plantulas com tombamento de pré-emergéncia; (B)
Plantulas assintomaticas; (C) Sementes e plantulas com tombamento de poés-

emergéncia.

TABELA 2. Detec¢édo de Sclerotinia sclerotiorum, inoculado artificialmente, em sementes e

plantulas de culturas oleaginosas coletadas quinze dias ap6s a semeadura.

Percentual de sementes Percentual de Percentual de plantulas
Culturas infectadas plantulas tombadas assintomaticas infectadas
(N° sementes coletadas) (N° coletado) (N° coletado)
Canola 100 (15) 100 (15) 0 (15)
Céartamo 100 (15) 100 (9) 0 (15)
Crambe 100 (15) 100 (4) 0(9)
Girassol 100 (15) 100 (15) 13,3 (15)
Nabo F. 100 (15) 100 (15) 0 (15)

Niger 100 (15) 100 (15) 6,7 (15)
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Sclerotinia sclerotiorum é considerado um patdgeno extremamente agressivo,
conhecido por colonizar rapidamente o tecido vegetal e causar a morte da planta. Em virtude
desse fato e aliado as condicdes climaticas favoraveis ao patdgeno, no interior da sala
climatizada, e os tecidos tenros das plantulas, ndo se esperava constatar infeccdo do fungo em
plantas assintomaticas, como verificado para girassol e niger. Nao foi encontrado na literatura
outro relato de que S. sclerotiorum pode apresentar infecgéo latente.

Por ocasido da coleta das sementes para realizagdo do teste Neon, constatou-se em
algumas situacbes a presenca de pequenos esclerddios (<0,01g) aderidos as sementes nao
germinadas das culturas. Corroborando com os resultados, tem sido relatada producdo de
esclerédios no solo a partir de sementes de feijdo (TU, 1988) e soja (YANG et al., 1998).
Mueller et al. (1999) verificaram por duas safras consecutivas em sementes de soja, a
producdo de esclerédios e nas duas oportunidades foi observada germinacdo carpogénica,
sem, contudo, constatarem infeccdo das plantas na mesma temporada. Para Napole&o et al.
(2005) o maior problema em se permitir um aumento da doenga é justamente o fato de se
aumentar o inoculo para os cultivos subsequentes, o que afetaria a sustentabilidade do sistema
de producdo em curto prazo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a possibilidade de S. sclerotiorum,
quando inoculado nas sementes de canola, cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e niger,
ser transmitido as plantulas de forma eficiente. Henneberg et al. (2011) concluiram que
sementes de soja também podem transmitir o fungo as suas plantas, aumentando o potencial
de indculo da doenca no campo. Os resultados sugerem que a doenca, mofo branco, pode ser
introduzida em éareas indenes por meio de sementes infectadas, devendo-se, portanto, dar
maior enfoque a testes rapidos e eficientes que venham a identificar sementes infectadas e ndo
apenas a infestacdo promovida por esclerddios. Pelos resultados encontrados no trabalho,
sugere-se ainda, que outros testes sejam incluidos na constatacdo do patdégeno e a ampliacédo
do padréo zero de S. sclerotiorum para outros hospedeiros e ndo apenas nos lotes de sementes
de girassol, soja e feijdo conforme proposto pela portaria n® 47, de 26 de fevereiro de 2009.



2.4 CONCLUSOES

Constata-se a transmissibilidade de Sclerotinia sclerotiorum via sementes inoculadas
as plantulas das culturas de canola, cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e niger.
Sclerotinia sclerotiorum associado as sementes reduz o percentual e a velocidade de

emergéncia das culturas de cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e niger.
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CAPITULO 11l

RELACAO ENTRE MASSA E LOCALIZACAO DO ESCLERODIO NO SOLO COM
A GERMINACAO CARPOGENICA DE Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum permitem ao fungo conservar seu poder
patogénico por varios anos no solo, todavia, sdo incipientes os estudos que relacionam a
massa e a localizacdo dos esclerodios no solo com sua patogenicidade. Desta forma,
objetivou-se avaliar se a diferenca na massa dos esclerddios e na sua localizacdo no solo pode
interferir na germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum. Os esclerddios foram pesados e
classificados em seis classes, (C1) esclerodios com massa inferior a 0,01g, (C2) 0,01<0,02g,
(C3) 0,02<0,03g, (C4) 0,03<0,04g, (C5) 0,04<0,05g e (C6) 0,05<0,06g. Depois, foram
acondicionados em caixas gerbox contendo solo umedecido até 100% da saturagdo, sendo
alocados na superficie do solo e enterrados a uma profundidade de 3 cm. Os gerbox foram
incubados em camara BOD, temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas. Notou-se maior
percentual de germinacdo carpogénica nos esclerddios colocados na superficie do solo em
todas as classes analisadas. Foi observada uma tendéncia em aumentar a germinagédo
carpogénica com 0 aumento na massa dos esclerddios, constatando-se nos esclerédios
colocados na superficie, germinacdo de 37,5, 62,5, 75, 87,5, 100 e 100%, enquanto que para
os esclerodios enterrados foi de 0, 37,5, 37,5, 62,5, 62,5 e 62,5%, nas classes C1, C2, C3, C4,
C5 e C6, respectivamente. Ao final das avaliacGes, 0s esclerddios enterrados apresentaram
menor nimero de estipes e apotécios. Os esclerddios C4, C5 e C6, quando na superficie do
solo originaram mais estipes e apotécios, enquanto que para 0s enterrados, apenas 0S

esclerodios C5 e C6 proporcionaram maior nimero de estipes e apotécios por esclerddio.

Termos para indexacdo: massa de esclerddio, profundidade de esclerddio, fonte de in6culo



RELATIONSHIP BETWEEN MASS AND LOCATION OF SCLEROTIUM IN THE
SOIL WITH CARPOGENIC GERMINATION OF Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT: Sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum allow the pathogenic fungus to conserve
their viability for several years in the soil, however, there are incipient studies that relate the
mass and location of sclerotia in the soil with their pathogenicity. Thus, the objective was to
assess whether the difference in mass of sclerotia and their location in the soil can interfere
with carpogenic germination of S. sclerotiorum. The sclerotia were weighed and classified
into six classes (C1) sclerotia with mass less than 0.01 g, (C2) from 0.01<0.02 g, (C3) from
0.02<0.03 g (C4) 0.03<0.04 g (C5) 0.04<0.05 g and (C6) from 0.05<0.06 g. Then, they were
placed in gerbox containing soil moistened up to 100% saturation, being allocated to the soil
surface and buried to a depth of 3 cm. The gerboxes were incubated in growth chamber,
temperature of 20°C and 12 hours photoperiod. It was noted higher percentage of carpogenic
germination by sclerotia that were placed on the soil surface in all of the analyzed classes. A
tendency was observed in increasing carpogenic germination with the increase in the mass of
sclerotia, confirming for the sclerotia placed on the surface germination of 37.5, 62.5, 75,
87.5, 100 and 100%, whereas for the sclerotia buried was 0, 37.5, 37.5, 62.5, 62.5 and 62.5%
in C1, C2, C3, C4, C5 and C6, respectively. At the end of the evaluations, the buried sclerotia
had fewer stipes and apothecia. The C4, C5 and C6 sclerotia when on the surface of the soil,
originated more stipes and apothecia, while for the buried ones only the C5 and C6 sclerotia

provided larger number of stems and apothecia by sclerotia.

Index terms: mass of sclerotia, sclerotia depth, source of inoculum



3.1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um dos patdgenos mais
importantes do ponto de vista agronémico. O patdégeno faz parte de um grupo de
fitopatdgenos habitantes do solo, de dificil controle, pois sobrevive por anos no solo
conservando seu poder patogénico, por meio de estruturas de resisténcia denominadas
esclerodios (WILLETTS e BULLOCK, 1992; BUENO et al., 2006).

Os esclerddios sdo estruturas compostas por multiplas hifas agregadas. Trés fases
distintas foram reconhecidas durante seu desenvolvimento: a agregacdo de hifas; o
desenvolvimento no tamanho, juntamente com a exsudagdo de goticulas em sua superficie; e a
maturacao, envolvendo o delineamento e deposi¢do de melanina, seguido da consolidacao
interna (TOWNSEND e WILLETTS 1954). A deposicdo de melanina é responsavel pela
reducdo da permeabilidade e protecdo do esclerddio contra agentes deletérios (WILLETT e
BULLOCK, 1992). De acordo com Liang et al. (2010), a inducdo e desenvolvimento dos
esclerodios exigem processos metabolicos e fisiologicos especificos, sem 0s quais, 0 processo
ndo ocorreria.

Os esclerodios séo induzidos a germinar, seja de forma miceliogénica, apresentando
hifas vegetativas, ou carpogénica, por meio de apotécios capazes de produzir milhGes de
ascosporos. Ambos podem resultar em infeccbes nas plantas, todavia, maior potencial
epidémico tem sido verificado pelos ascosporos liberados na germinacdo carpogénica
(BOLTON et al., 2006). Vale salientar que a ocorréncia da germinacdo é determinada pela
interacdo de fatores ambientais, 0s quais incluem temperatura, umidade do solo e a
intensidade de luz (LIU e PAUL, 2007; WU e SUBBARAO, 2008). A germinacdo dos
esclerodios também pode ser estimulada, por exsudatos radiculares e pelo microclima
formado sob o dossel da espécie hospedeira (GORGEN et al., 2010).

Em caso de as condi¢Bes ambientais ndo serem favoraveis no campo, os esclerodios
permanecem Vviaveis até terem acesso ao substrato preferencial (REIS et al., 2011). Todavia,
salienta-se que a viabilidade ndo deve ser generalizada para diferentes condicGes
edafoclimaticas, pois tem-se verificado divergéncias no tempo de sobrevivéncia dos
esclerodios (WILLETT e BULLOCK, 1992). O sistema de cultivo também apresenta
capacidade de afetar a viabilidade das estruturas de resisténcia, como demonstrado por Reis e
Tomazini (2005), que relataram 14 meses em semeadura direta e 36 meses em semeadura

convencional.



46

Outros fatores também agem como condicionantes da germinacao carpogénica, como
a localizacdo do esclerédio no solo (WU e SUBBARAO, 2008), o tamanho dos esclerédios
(LIU e PAUL, 2007), podendo-se acrescentar a estes a massa dos esclerodios. Mueller et al.
(2002) demonstraram que a aracdo profunda diminui a infecgcdo causada por S. sclerotiorum, a
formacdo de apotécios e a densidade de esclerddio no solo, pois o enterrio destes no perfil do
solo possibilita condi¢des inadequadas de germinagéo.

Liberacdo de ascosporos e sobrevivéncia, sdo, portanto, etapas fundamentais do ciclo
de vida de S. sclerotiorum. O estudo desses fatores, principalmente aqueles relacionados com
0 solo, é de grande relevancia, visto que aproximadamente 90% do ciclo de vida do patdégeno
ocorre no solo e, portanto, informagdes sobre os fatores que venham a interferir nessas etapas
ndo s6 aumentam a compreensdo sobre o patégeno, mas também contribuem para futuras
estratégias de controle da doenca (CLARKSON et al., 2003).

Diante do exposto, objetivou-se analisar os efeitos na diferenca da massa e
localizacdo dos esclerédios no solo e sua relagdo com a germinagdo carpogénica dos

esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum.



3.2 MATERIAL E METODOS

Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum coletados em lavoura de soja foram
desinfestados, por um minuto, em alcool 50% e hipoclorito de sodio a 1,0%, lavados em agua
destilada e secos em camara de fluxo de ar sobre papel filtro. Posteriormente, foram
acondicionados em placas de Petri contendo meio BDA e incubados em temperatura de 20°C
e fotoperiodo de 12 horas. Para producdo dos esclerodios, 100 g de cenoura cortadas em
rodela foram colocadas em erlenmeyers e autoclavadas por 20 minutos a 120°C. Ap0s seu
resfriamento, discos colonizados com micélio do patdégeno foram depositados sobre o
substrato e incubado a 20°C (£2°C) sob escuro continuo, permanecendo nestas condi¢des até
a formacéo dos esclerddios.

Os esclerodios produzidos foram transferidos para uma peneira e separados do
substrato por meio de lavagem em agua corrente e secos a temperatura ambiente. Apds a
secagem das estruturas, as mesmas foram mensuradas em relagdo a sua massa, em balanga de
precisdo, e classificadas em seis classes, (C1) esclerodios com massa inferior a 0,01g, (C2)
0,01<0,02g, (C3) 0,02<0,03g, (C4) 0,03<0,04g, (C5) 0,04<0,05g e (C6) 0,05<0,069, as quais
foram submetidas a duas profundidades: posicionados na superficie e enterrados a 3 cm.
Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 6 x 2,
com 6 repeticdes. Cada gerbox correspondeu a uma unidade experimental.

Quarenta e oito esclerddios de cada classe foram alocados: na superficie do solo,
sendo levemente pressionados; e enterrados com auxilio de um bastdo de vidro a uma
profundidade de 3 cm, em caixas gerbox preenchidas com solo do tipo Latossolo Vermelho
Distroférrico umedecido até 100% da saturacdo. Procedeu-se a incubacdo dos gerbox em
camara BOD, a uma temperatura de 20°C (x2°C) e fotoperiodo de 12 horas.

Observaram-se diariamente as caixas gerbox para constatacdo da germinacgédo
carpogénica. Foram considerados germinados os esclerédios com presenca de pelo menos um
estipe visivel sobre o solo a olho nu. As avaliacbes foram realizadas trés dias apds a
verificacdo da germinacdo carpogénica do primeiro esclerddio, e a partir de entdo, em
intervalo de sete dias, perfazendo 96 dias de incubacao.

A cada avaliacdo foram mensurados o percentual de germinacdo carpogénica dos
esclerodios, computando-se 0 numero de estruturas germinadas em relacdo ao total de
esclerédios por caixa gerbox, e o nimero de estipes e de apotécios por esclerodio. As

avaliagdes foram consideradas encerradas apos a estabilizagdo na germinagdo dos esclerddios.
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Os dados foram transformados em Vx + 1 e submetidos & anélise de variancia com
auxilio do programa SISVAR, e as medias comparadas pelo teste SNK a 5% de

probabilidade.



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise estatistica dos dados indicou interacao significativa para as avaliacbes do
numero de estipes e apotécios por esclerodio, porém, para a germinacdo carpogénica houve
apenas efeito simples, tanto da localizagdo como da massa dos esclerédios. Notou-se maior
percentual de germinacgdo carpogénica nos esclerddios localizados na superficie do solo em
todas as classes analisadas (Tabela 1), verificando-se que o enterrio dos esclerddios

representou uma reducdo media de 43,2% na germinacgéo carpogeénica.

TABELA 1. Percentual de germinagdo carpogénica de esclerddios de diferentes massas

submetidos ao enterrio ou posicionados na superficie do solo.

Posicédo Classes de Massa de Esclerodios (g)
do <0,01 0,01<0,02 0,02<0,03 0,03<0,04 0,04<0,05 0,05<0,06 Meédia
Esclerédio C1 C2 C3 C4 C5 C6
Superficial 37,5 62,5 75,0 87,5 100,0 100,0 77,1a
Enterrado 0,0 37,5 37,5 62,5 62,5 62,5 43,8 b
Média 188c  50,0b 56,3 b 75,0 a 81,3a 81,3a
cVv 15,3%

Médias seguidas pela mesma letra na linha ou coluna, ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de

probabilidade.

Dentre os fatores que influenciam a germinacdo, pode-se mencionar a intensidade de
luz, a umidade e temperatura do solo (LIU e PAUL, 2007; WU e SUBBARAO, 2008). A
disponibilidade hidrica utilizada no trabalho foi favoravel a germinacdo dos esclerddios,
conforme Napoledo et al. (2007), e desta forma, a temperatura e a luminosidade poderiam ser
os fatores preponderantes na menor germinacdo dos esclerédios acondicionados a 3 cm.
Todavia, Liu e Paul (2007) demonstraram que esclerddios em uma profundidade de 5a 10 cm
sob o solo podem germinar sem luz e que o fato de se enterrar os esclerddios no solo nédo
impede sua germinacdo carpogénica, tampouco, a possibilidade de ocorréncia da doenca pelo
patogeno. No entanto, torna-se importante salientar que o enterrio, mesmo que pouco,
proporcionou a menor germinacdo carpogénica dos esclerddios, representando uma
significativa reducdo na fonte de indculo de S. sclerotiorum.

Foi observada uma tendéncia em aumentar a germinagdo carpogénica com o aumento

na massa dos esclerddios, constatando-se para os esclerddios das classes C5 e C6 germinacéo
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média de 81,3%, enquanto que para os esclerddios da classe C1 a germinacdo foi de apenas
18,8%, 0 que representa uma reducao de 76,9% em relagdo as maiores classes. Vale salientar,
dentre os valores encontrados, 0s 100% de germinagdo carpogénica alcancado pelas classes
C5 e C6 quando os esclerddios foram distribuidos sobre a superficie do solo e a auséncia de
germinacgdo para aqueles da classe C1 alocados a 3 cm de profundidade. Hao et al. (2003)
avaliando a germinacdo de esclerédios de diferentes tamanhos de Sclerotinia minor e S.
sclerotiorum, verificaram germinacdo de 100% para os maiores esclerddios, ao passo que 0s
menores apresentaram apenas 30% de germinacdo carpogeénica.

Tem sido sugerido que a maior quantidade de reservas dos esclerddios estaria
relacionada ao seu tamanho. Seria dificil precisar a similaridade da massa dos esclerodios
com o tamanho dos mesmos, no entanto, se a estrutura de resisténcia apresenta maior massa,
seria plausivel afirmar que ela também teria maior quantidade de materiais de reserva, e desta
forma, maior possibilidade de germinacdo, visto que, segundo Gorgen et al. (2010), os
materiais de reserva sdo metabolizados, sintetizados e utilizados na formacdo de estipes e
diferenciacdo dos apotécios.

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados desdobrados do numero de estipes por
esclerédio. Nota-se maior velocidade de germinacgdo e consequente formacdo de estipes dos
esclerddios posicionados na superficie do solo, fato evidenciado pela mensuracao de estipes,
aos 68 dias apds a incubacdo (DAI), em todas as classes de esclerodios. Quando as estruturas
de resisténcia foram enterradas, a massa foi o fator diferencial na velocidade com que os
estipes se formaram, constatando-se sua presenca aos 68 DAI para as classes C5 e C6, aos 75
DAI para C4, enquanto que nos esclerddios C2 e C3 os estipes se tornaram visiveis apenas
aos 82 dias apos a instalacdo do ensaio.

Independente da localizacdo, observou-se, de modo geral, incremento no namero de
estipes com o0 aumento da massa dos esclerddios. Para os esclerddios colocados na superficie,
logo a partir da primeira leitura, foi verificado incremento no nimero de estipes até as classes
C4, C5 e C6, as quais nao diferiram entre si. Em relacdo aos esclerddios enterrados, apenas as
estruturas classificadas como C5 e C6 apresentaram superioridade comparado aos demais.

Ao final das avaliacbes, em todas as classes analisadas, constatou-se maior nimero
de estipes por esclerddio quando as estruturas de resisténcia foram colocadas na superficie do
solo, sendo verificado um incremento médio de 54,4%. Produzindo esclerodios em substrato
de cenoura, Costa e Costa (2006) verificaram maior numero de estipes por esclerédio que os

encontrados na referente pesquisa. Esse fato pode ser explicado nos resultados dos autores,
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que observaram em solo cultivado, maior velocidade de formacéo e nimero de estipes quando

comparado ao solo ndo cultivado, mesmo tipo de solo utilizado no trabalho.

TABELA 2. Numero de estipes por esclerddios de diferentes massas submetidos ao enterrio

ou posicionados na superficie do solo.

Posicédo Classes de Massa de Esclerodios (g)
do <0,01 0,01<0,02 0,02<0,03 0,03<0,04 0,04<0,05 0,05<0,06
Esclerddio C1 C2 C3 C4 C5 C6

68 dias apos a incubagéo
Superficial 0,13 Ab 0,38 Ab 0,38 Ab 1,44 Aa 1,25 Aa 1,38 Aa
Enterrado 0,0 Aa 0,0 Ba 0,0 Ba 0,0 Ba 0,50 Ba 0,50 Ba
CcVv 9,72 %

75 dias apo6s a incubacao
Superficial 0,19 Ab 0,75 Ab 0,50 Ab 2,06 Aa 1,94 Aa 2,00 Aa
Enterrado 0,0 Aa 0,0 Ba 0,0 Aa 0,13 Ba 0,63 Ba 0,75 Ba
cVv 13,04 %

82 dias ap06s a incubacao
Superficial 0,25 Ac 1,00 Ab 0,50 Abc 2,56 Aa 2,50 Aa 2,63 Aa
Enterrado 0,0 Ab 0,38Bab 0,13 Aab 0,38 Bab 0,75Bab 0,88 Ba
cVv 11,92 %
89 dias apo6s a incubagdo
Superficial 0,38 Ac 1,00 Ab 0,88 Ab 2,75 Aa 2,63 Aa 2,75 Aa
Enterrado 0,0 Ac 0,38 Bbc 0,38 Bbc 0,63 Bb 1,25 Ba 1,00 Bab
cVv 9,15 %
96 dias apos a incubagdo
Superficial 0,38 Ac 1,00 Ab 1,00 Ab 2,88 Aa 2,75 Aa 2,88 Aa
Enterrado 0,0 Ac 0,38 Bbc 0,50 Bbc 0,63 Bb 1,38 Ba 1,25 Ba
cVv 9,08 %

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha ou mailscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
SNK a 5% de probabilidade.

Os primeiros apotécios foram observados aos 75 DAI, verificando-se sua presenca
nas classes C4, C5 e C6 e apenas na C5 e C6, para os esclerodios colocados na superficie do

solo e enterrados, respectivamente (Tabela 3). No final das avaliagcGes constataram-se que 0s
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esclerddios da classe C5 e C6 enterrados a 3 cm no solo apresentaram maior quantidade de
apotécios comparado as demais classes. Quando os esclerédios foram posicionados na
superficie do solo, 0 nimero de apotécios foi significativamente superior nas classes C4, C5 e
C6. Hao et al. (2003) relataram que o numero de estipes e apotécios produzidos por S.
sclerotiorum e S. minor foi altamente correlacionado com o tamanho de esclerodios. Os
autores sugerem que existe um limite de tamanho abaixo do qual os esclerddios ndo produzam
apotecios, fato que explicaria, em parte, a rara producdo de apotécios em esclerddios de S.

minor na natureza.

TABELA 3. Numero de apotécios por esclerddios de diferentes massas submetidos ao

enterrio ou posicionados na superficie do solo.

Posicédo Classes de Massa de Esclerodios (g)
do <0,01 0,01<0,02 0,02<0,03 0,03<0,04 0,04<0,05 0,05<0,06
Esclerddio C1 C2 C3 C4 C5 C6

75 dias apo6s a incubacao
Superficial 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 0,38 Aa 0,50 Aa 0,44 Aa
Enterrado 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Bb 0,25 Ba 0,25 Ba
cVv 4,70 %
82 dias ap0s a incubagdo
Superficial 0,06 Ac 0,25Abc 0,38 Abc 0,88 Aab 1,25 Aa 1,19 Aa
Enterrado 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,06 Ba 0,63 Ba 0,63 Aa
cVv 12,06 %
89 dias apo6s a incubagdo
Superficial 0,25 Ac 0,50 Abc 0,88 Ab 1,88 Aa 1,94 Aa 2,00 Aa
Enterrado 0,0 Ab 0,13 Bb 0,0 Bb 0,25 Bb 0,75 Ba 0,75 Ba
cVv 8,76 %

96 dias apos a incubagdo
Superficial 0,38 Ac 1,00 Ab 0,88 Ab 2,38 Aa 2,31 Aa 2,50 Aa
Enterrado 0,0 Bc 0,38 Bbc 0,38 Bbc 0,50 Bb 1,00 Ba 1,13 Ba
CcVv 7,07 %

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha ou maiGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
SNK a 5% de probabilidade.
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Nota-se que os esclerodios de maior massa, dentro de cada localizag&o, apresentaram
maior nimero de apotécios, podendo-se afirmar que o aumento na massa dos esclerodios
representa maior potencial infectivo as estruturas de resisténcia de S. sclerotiorum. Para Hao
et al. (2003) os fragmentos menores de esclerodios podem ndo possuir reservas suficientes
para apoiar a producdo de apotécios. Enfatiza-se, no entanto, que 100% dos estipes formados
nos esclerddios da classe C2 e C1 superficial se diferenciaram em apotécios, enquanto nas
classes de maiores massas o percentual variou de 72,5 a 90,2%. Este dado nos permite inferir
que os esclerodios de menor massa, excecdo a classe C1 enterrada, podem ndo apresentar a
mesma quantidade de indculo, todavia, pela diferenciacdo dos estipes em apotécios, sdo
capazes de liberar ascosporos e também causar doenga, representando, deste modo, potencial
patogénico as culturas.

Em relacdo a localizacdo das estruturas de resisténcia, assim como ocorreu para 0
nimero de estipes, foi observada maior diferenciacio em apotécios dos esclerodios
acondicionados sobre o solo. Esse comportamento foi similar em todas as classes de massa,
constatando-se em média, 57% mais apotecios nos esclerddios posicionados na superficie.
Esse fato pode estar associado a maior sensibilidade de esclerédios na superficie do solo as
condicbes de clima, pois, para aqueles enterrados, apesar da pouca profundidade, o solo
estaria agindo como uma barreira fisica, reduzindo a luminosidade e a temperatura proxima
aos esclerddios e atrasando sua germinacdo e consequentemente a formacdo de estipes e
apotécios.

Ficou evidente que os esclerddios localizados na superficie do solo, independente da
classe, produziram maior quantidade de propagulos. Esses dados foram verificados em todas
as avaliacGes no decorrer dos periodos de incubacdo. Considerando-se a maior viabilidade dos
esclerddios, ao longo do tempo, colocados sobre a superficie do solo (DUNCAN et al., 2006)
e que um Unico apotécio pode produzir, em um periodo de até dez dias, 2 a 30 milhdes de
ascosporos (CLARKSON et al., 2003), pode-se inferir que medidas de manejo que promovam
o enterrio dos esclerddios resultariam em efetiva reducdo de propagulos do patdgeno.

Segundo Gorgen et al. (2010), a severidade do mofo branco em diferentes
hospedeiros de S. sclerotiorum é, em geral, proporcional a densidade de in6culo do patégeno
no solo. Todavia, pelos resultados observados no trabalho, torna-se relevante o conhecimento
da localizacdo e massa dos esclerddios para se fazer tal inferéncia. O que se pode afirmar é
que a reducdo da populacdo de esclerddios e da formagdo de apotécios é imprescindivel,

dentre as estratégias de manejo da doenga.



3.4 CONCLUSOES

O enterrio dos esclerodios reduz o potencial patogénico de Sclerotinia sclerotiorum.
Esclerddios com maior massa e localizados na superficie do solo apresentam maior
potencial patogénico, evidenciado pelo maior percentual de germinacdo carpogénica, nimero

de estipes e apotécios por esclerodio.
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CONSIDERACOES FINAIS

Sclerotinia sclerotiorum pode infectar as culturas de canola, cartamo, crambe,
girassol, nabo forrageiro e niger, no entanto, plantas de nabo forrageiro e canola
demonstraram mecanismos de resisténcia eficientes em resposta a inoculagdo com o
patdgeno, com a vantagem de ndo sofrerem significativas reducGes no rendimento das
culturas. Em niger também néo se verificaram elevados danos provocados pelo patdgeno,
porém, o fato mais importante observado foi a auséncia de esclerodios nas plantas infectadas.
Nesse sentido, futuras investigacOes a cerca do assunto deveriam ser desenvolvidas.

Notou-se maior suscetibilidade a S. sclerotiorum na cultura do girassol, seguido de
cartamo e crambe, proporcionando, consequentemente, relevantes perdas nos caracteres
fisiolégicos e de rendimento das culturas.

E importante salientar a possibilidade de transmissdo do patdgeno as sementes de
crambe quando inoculadas adotando-se a metodologia com ferimento da planta. A
transmissdo planta-semente permite a disseminacdo do patdégeno a longas distancias e sua
sobrevivéncia em contato direto com as sementes, pode resultar na transmissao de S.
sclerotiorum a nova progénie, como confirmado, por meio de inoculacdo artificial, as
plantulas das culturas de canola, cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e niger.

A associacgdo de S. sclerotiorum com as sementes das culturas propiciou a redugdo no
percentual e velocidade de emergéncia de cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e niger,
assegurando a introducdo do patégeno ja nos primeiros estagios de desenvolvimento das
plantas.

Foi verificado o desenvolvimento de esclerédios nas plantas de girassol, cartamo e
crambe em ambos 0s ensaios experimentais e em canola, apenas no primeiro ensaio. Vale
destacar, em plantas de girassol, a formacdo de esclerédios de maior massa, sendo
considerados de maior potencial patogénico por apresentarem superior percentual de
germinagao carpogénica e nimero de estipes e apotécios por estrutura de resisténcia.

Considerando-se os resultados do trabalho, pode-se inferir que as culturas de nabo
forrageiro, canola e niger apresentam-se como alternativas para a incorporacdo em sistemas
de producgédo com culturas suscetiveis, como feijdo e soja. Enfatiza-se ainda, que o enterrio dos
esclerodios, pode ser considerado uma estratégia de manejo de S. sclerotiorum, visto que a

pratica possibilita a reducdo da formacédo de apotécios pelo patégeno.
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