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RESUMO

KAWASAKI, Vivian Hikari. Uso de restritores hidricos na deteccdo de Sclerotinia
sclerotiorum em sementes de feijédo, soja e algoddo pelo método de incubagdo em
meio &gar-azul de bromofenol (Neon). 2010. 57p. Dissertagio (Mestrado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A importancia das culturas como feijdo, soja e algoddo ¢ indiscutivel devido a
participac@o expressiva das mesmas no contexto socio-econdmico do Brasil. Dentre os
agentes fitopatogénicos que causam danos severos a estas culturas encontra-se
Sclerotinia sclerotiorum. A doenga em questdo, conhecida como mofo branco ou
podriddo-de-sclerotinia, pode ser disseminada por sementes ¢ pelos esclerddios presentes
nos lotes, sendo esta uma das formas mais eficazes de disseminacéo a longas distancias.
Esses esclerddios sdo estruturas de resisténcia do fungo que podem ficar viaveis no solo
por mais de cinco anos. A diagnose precisa e preventiva do patdgeno em sementes na
fase pré-plantio e o uso de sementes sadias t€m sido algumas das principais medidas de
controle da referida doenga, sendo, portanto de grande relevancia a aplicagdo de testes de
sanidade visando a detec¢@o segura do patdgeno em amostras de sementes. Em relacao
aos atuais métodos de detecgdo de S. sclerotirorum em sementes de espécies
hospedeiras, percebe-se que ha ainda alguns questionamentos, principalmente no que
concerne ao uso de inibidores de germinagdo de sementes, no caso o acido 2.4-
diclorofenoxiacético, bem como o regime de luz durante a incubagdo das sementes pelo
método de Neon. Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de aperfeigoar a
metodologia de detec¢do de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijdo, soja e
algoddo por meio da utilizagdo de restritores hidricos, em substituigdo ao uso de 2,4-D,
em meio agarizado contendo azul de bromofenol e antibioticos (Neon) e definir o regime
de luz ideal por esse método. Na primeira etapa foram avaliados os efeitos dos restritores
hidricos manitol, cloreto de soédio e polietilenoglicol (PEG), em diferentes potenciais
osmoticos, no crescimento micelial dos isolados do fungo e na protrusdo das radiculas
das sementes das espécies em estudo. Observou-se que o emprego de restritores hidricos
com potenciais osmaticos acima de -0,5MPa para PEG e acima de -1,0MPa para manitol
e cloreto de sodio ndo interferiu negativamente no crescimento micelial dos isolados
testados e, a0 mesmo tempo, proporcionou inibi¢do satisfatoria da protrusdo radicular
das sementes de feijao, soja e algoddo. Com base nos resultados obtidos, foi conduzida a
segunda etapa do trabalho, na qual foram testados os substratos de papel de filtro e meio
solido agarizado e os regimes de alternancia de luz e escuro continuo pelo método Neon
modificado, na detec¢do do referido fungo nas sementes das espécies em estudo. A
metodologia de detec¢do semisseletiva de S. sclerotiorum com substrato composto de
BDA, azul de bromofenol (100ppm), cloranfenicol (50ppm) e o restritor hidrico manitol
(-1,0MPa), sob temperatura de 20°C e incubagdo na auséncia de luz, revelou-se eficaz
para a detecgdo do referido patdogeno em andlises de rotina de laboratorio.

" Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador), Maria das
Gragas Guimardes Carvalho — UFLA e Mario Sobral de Abreu -
UFLA.



ABSTRACT

KAWASAKI, Vivian Hikari. Use of water restriction in the detection of Sclerotinia
sclerotiorum in bean, soybeans and cotton seeds by the method of incubation in
agar-bromophenol blue (Neon). 2010. 57p. Dissertation (Master in Phytopathology)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

The importance of crops such as beans, soybeans and cotton is unquestionable
due to the significant participation of those in the socio-economic development of Brazil.
Among the pathogenic agents causing severe damage in those host species, Sclerotinia
sclerotiorum is one the most agressive. The disease, caused by that fungus, known as
“white mold” or “Sclerotinia rot”, can be spread by seeds, and by sclerotia which come
mixed in commercial lots. These structures are the most effective ways of dissemination
of the disease to long distances. Sclerotia are structures of resistance of the fungus that
can be viable for over 5 years in soil. The accurate and preventive diagnosis of the
pathogen in seeds in the pre-planting and use of healthy seeds before sowing and use of
healthy seeds have been some of the main measures to control the disease and are
therefore of great importance to control of such disease. In relation to current methods
for detection of S. sclerotirorum in seeds of host species, there are some questions,
mainly concerning the wuse of seed germination inhibitors, like 2.4-
dichlorophenoxyacetic acid, and the schemes of light during the incubation of seeds by
the method of agar-bromophenol (Neon). Therefore, the objective of this study was to
improve the methodology for detection of Sclerotinia sclerotiorum in bean, soybean and
cotton seeds through the use of water restrictors, in the place of 2,4-D, in agar medium
containing bromophenol blue and antibiotics (Neon). In the first step, the effects of water
retrictors mannitol, sodium chloride and polyethylene glycol (PEG) at differents osmotic
potentials were evaluated on the mycelial growth of four Sclerotinia isolates and on the
radicle protrusion of seeds of the species under investigation. It was observed that the
use of water restrictors at osmotic potentials up to -0.5MPa for PEG and -1.0MPa for
mannitol and sodium chloride caused no negative effect on mycelial growth of the
isolates tested, and the proved to be satisfactory to inhibit radicle protrusion of beans,
soybeans and cotton seeds. Based on the preliminary results, the work focused on
comparisons between light regimes and substrates in the detection of S.sclerotiorum in
seeds of the three crops. The methodology of semi-selective substrate: solid PDA,
bromophenol blue (100 ppm), chloramphenicol (50 ppm) and water restrictor mannitol (-
1.0MPa) at a temperature of 20°C with incubation in continuous dark was proved to be
effective in the detection of that pathogen in routine seeds analysis.

" Guidance Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Major professor), Maria
das Gragas Guimaraes Carvalho — UFLA and Mario Sobral de Abreu -
UFLA.
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1 INTRODUCAO

A importancia das culturas do feijdo, soja e algoddo para a agricultura
brasileira ¢ indiscutivel, devido a participagdo expressiva das mesmas no
contexto socio-econdmico do pais. Além disso, os indices de producao dessas
culturas fazem do Brasil um dos paises mais destacados no cenario agricola
internacional.

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um dos mais importantes
componentes da dieta alimentar do brasileiro, sendo rico em fonte proteica e em
outros elementos essenciais a saide humana. A soja (Glycine max (L.) Merrill),
considerada uma das mais importantes culturas oleaginosas, importante fonte de
proteina na alimentagdo humana e animal, representa uma parcela das mais
significativas na pauta de exportagdo do Brasil. Por sua vez, o algodao
(Gossypium hirsutum L.) é de grande utilidade ndo somente pela fibra que
produz, mas também como ingrediente na alimentacdo animal como fonte de
oleo, cuja aplicagdo ¢ de crescente interesse na industria de alimentos e matéria-
prima potencial para a sintese de biodiesel (Ferreira et al., 2002; Beltrao, 2007;
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA, 2010).

Atualmente, a produgdo das trés espécies atinge um total de
aproximadamente 70 milhdes de toneladas por ano, correspondente a quase 46%
da producédo de grdos no Brasil.

Apesar da grande importancia dessas culturas, dentre os principais
fatores que limitam o aumento e melhoria da produtividade das mesmas no pais,
esta a agdo de algumas doengas, que encontram condigdes favoraveis em areas
onde essas espécies sdo cultivadas.

Dentre os agentes fitopatogénicos de grande destaque que vém causando
danos severos as referidas culturas encontra-se Sclerotinia sclerotiorum. E um

patégeno que causa doengas, comumente denominadas de “mofo branco” ou



“podriddo-de-sclerotinia”, que sdo favorecidas por ambientes com elevada
umidade e temperatura na faixa de 15°C a 25°C (Purdy, 1979).

O agente causal em foco é capaz de infectar um grande niimero de
espécies vegetais, sendo relatadas na literatura cerca de 408 espécies
hospedeiras. Além disso, produz estruturas de resisténcia, esclerddios, que
podem ficar vidveis no solo por mais de cinco anos. Como consequéncia, essa
doenca tem sido responsavel por perdas quase sempre irreversiveis, a curto ¢ a
médio prazo, podendo haver abandonos de areas por longos periodos. A
producdo de esclerddios em quantidades elevadas tem sido uma das formas mais
eficazes de disseminagdo pelo uso de sementes contaminadas com estas
estruturas (Machado, 1988; Napoledo, 2001).

Na regido centro-oeste brasileira, o0 mofo branco tem causado perdas de
até 70% na producdo de feijao (Peres, 1996). Em cultivos extensivos de soja e
algoddo, em regides com temperaturas amenas ¢ altas umidades atmosféricas, as
perdas atuais ja atingem niveis intoleraveis em grande area de cultivo agricola
em todo o pais. Devido ao fato de as sementes exercerem importante papel na
disseminagdo das doengas causadas por S. sclerotiorum, o uso de sementes
certificadas e de procedéncia conhecida torna-se, portanto, fundamental, do
ponto de vista de prevengdo da doenca por esta via. Para tal, a diagnose precisa
desse patogeno em lotes de sementes comercializados no pais ¢ um
procedimento que deve fazer parte dos Programas de Controle e Certificacdo de
qualidade de sementes das espécies que sdo hospedeiras de tal patdogeno no
Brasil.

Em rela¢do aos atuais métodos de detec¢do de S. sclerotirorum em
sementes de espécies hospedeiras, percebe-se que ha ainda alguns
questionamentos, principalmente no que concerne ao uso de inibidores de

germinacdo de sementes, no caso 2,4-diclorofenoxiacético, durante a incubagao



das sementes pelo método de Neon, além de algumas davidas sobre o efeito do
regime de luz no periodo de incubagio.

Portanto, um dos objetivos, com a realizagdo deste trabalho, foi
investigar uma alternativa ao uso de 2,4-D pelo método semisseletivo agarizado
contendo azul de bromofenol e antibidticos, conforme tem sido proposto
recentemente na deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum. Nesse sentido, o recurso
do uso de restritores hidricos como inibidor de germinacdo das sementes de
feijdo, soja e algoddo foi um dos alvos desta investigagdo. Como objetivos
especificos foram estabelecidos: 1 - avaliar os efeitos dos restritores hidricos:
manitol, cloreto de sodio e polietilenoglicol, em diferentes potenciais osmoticos,
no crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em substrato de agar-
bromofenol (Neon padrdo); 2 - determinar os potenciais hidricos dos restritores
manitol, cloreto de soédio e polietilenoglicol adequados para inibicdo de
germinagdo de sementes de feijdo, soja e algoddo, nas condi¢des do método
semisseletivo agar-bromofenol (Neon) ¢ 3 - aprimorar a metodologia de
detecgdo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijao, soja e algodio pelo
método do Neon modificado com restritores hidricos, aferindo o regime de luz e

o tipo de substrato utilizados, para uso em analises de rotina em laboratorio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica das culturas do feijao, soja e algodao no Brasil

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) ocupa no Brasil uma posi¢do
de destaque, tendo em vista o uso sistematico e tradicional como alimento diario
da maioria da populagdo do pais. Trata-se de uma cultura que ¢é explorada
durante todo o ano, subdividida em trés épocas distintas de plantio. Na safra de
2009/10, a producdo brasileira desta espécie foi estimada em 3.645,3 mil
toneladas, ocupando uma area de 4.084,4 mil hectares (Companhia Nacional de
Abastecimento-CONAB, 2010). E um dos produtos agricolas de maior
importdncia econdmico-social, devido, principalmente, a mao-de-obra
empregada durante o seu cultivo. Segundo dados da Food and Agriculture
Organization of the United Nations, ou FAO (2010), o Brasil foi o maior
produtor mundial em 2004, seguido pela India e pelos Estados Unidos.

Entre as oleaginosas, o algoddao (Gossypium hirsutum L.) merece
destaque, dada a sua importancia sdcio-econdmica ¢ em razdo de sua riqueza
como fonte de 6leo e proteinas, co-produtos extraidos de suas sementes, com
larga aplicac@o na industria de alimentos e matéria-prima potencial para sintese
de biodiesel. E a segunda oleaginosa no Brasil, perdendo apenas para a soja. A
area cultivada atualmente com esta cultura é de, aproximadamente, 792,4 mil
hectares e a producdo de carogo de algoddo estimada em 1.868,6 mil toneladas
na safra de 2009/10 (CONAB, 2010).

Por sua vez, a crescente demanda por proteinas para a alimentacdo
animal e o aumento da procura de 6leos vegetais para a alimentagdo humana sao
fatores que tém feito da soja (Glycine max (L.) Merrill) um dos produtos
nacionais mais exportados. Atualmente, o Brasil situa-se entre os maiores
produtores mundiais de soja, ao lado de Estados Unidos e Argentina, que

respondem por mais de 80% da producdo mundial. Sendo considerada a mais



importante cultura oleaginosa, possui componentes alimenticios dos mais
valiosos a humanidade. Foi a soja, ao lado do trigo, a grande responsavel pelo
surgimento da agricultura comercial no Brasil. Segundo dados do CONAB
(2010), a producdo de soja na safra de 2009/10 foi estimada em 65.159,0 mil

toneladas, ocupando 23.062,6 mil hectares.

2.2 Importancia do mofo branco nas culturas do feijao, algodédo e soja

Sclerotinia sclerotiorum é um dos mais inespecificos e agressivos dos
fitopatdgenos, tendo sido relatado em todos os continentes, sendo provavel que
ocorra em quase todos os paises do mundo (Purdy, 1979). Segundo Boland &
Hall (1994), S. sclerotiorum ja foi relatada em associacdo com 408 espécies de
plantas suscetiveis, pertencente a 278 géneros e 75 familias boténicas. Entre
essas hospedeiras, encontram-se batata, ervilha, tomate, alface, repolho, hortela,
algodao, feijdo, soja, girassol, alfafa, fumo e canola.

De acordo com relatos na literatura, perdas de colheita atribuidas a S.
sclerotiorum podem atingir 100% (Purdy, 1979). Beversdof & Hume (1981)
citaram que, no Canada, as perdas no feijoeiro variaram de 15% a 60%.

No Brasil, o fungo foi relatado, pela primeira vez, em 1920, na cultura
da batata, no estado de Sdo Paulo (Sacca, 1920). Purdy (1979) considerou a
doenca como sendo uma das mais severas no cultivo de feijdo vagem no
inverno, chegando a afetar 100% da cultura. Segundo Nasser & Sutton (1993),
os mais significantes declinios nos campos de feijdo, desde a década de 1980,
tém sido causados por este patogeno, especialmente no cerrado em areas de
cultivo irrigado. Cardoso (1994) relatou que as perdas, em 1994, foram, em
média, de 50% no rendimento, em S3ao Paulo, Minas Gerais e Goias, sem
considerar a diminui¢ao da qualidade do produto colhido.

Na cultura da soja ha relatos de até 18,7% de perdas (Yorinori, 1987).
No sudoeste goiano, nas safras de 2004/05 e 2005/06, houve perdas de



rendimento de grdos de até 20%, por causa da ocorréncia de condic¢les
favoraveis para a doenga naquela safra.

Em junho de 1996, em uma area com algodoeiro irrigado sob pivo
central, no municipio de Paracatu, MG, foi observado que 95% das plantas
inspecionadas apresentavam sintomas da doenca e esclerddios escuros
irregulares do patégeno no interior de seus capulhos (Charchar et al., 1999).

Percebe-se, portanto, que os danos e os prejuizos causados por
Sclerotinia sclerotiorum sdo dos mais agravantes e crescentes e isto se torna uma
das maiores preocupac¢des no momento, tendo em vista a natureza dessa doenga

e a inexisténcia de material genético com resisténcia de campo a mesma.

2.3 Sintomas e aspectos epidemiolégicos do mofo branco

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao Filo
Ascomycetes, do grupo dos Discomicetos, Ordem Helotiales, ¢ Familia
Sclerotiniaceae (Krugner & Bacchi, 1995; Agrios, 2005). E um fungo polifago,
de distribuigdo mundial, sendo o agente causal da “podridao-de- esclerotinia”,
“murcha de esclerotinia” ou “mofo branco” em muitas espécies de plantas
cultivadas, conforme ja mencionado anteriormente.

A doenga inicia-se em reboleiras nas lavouras, especialmente nos locais
onde ha maior crescimento vegetativo ¢ acamamento das plantas. Os sintomas
sdo visiveis nos ramos ¢ hastes, comecando com a formagdo de manchas
encharcadas, de coloracdo parda e consisténcia mole, seguida por crescimento
micelial branco e cotonoso, caracteristico do mofo branco. Normalmente, as
lesdes ocorrem a uns 10 a 20 cm acima da superficie do solo, onde as flores
ficam aderidas e progridem para cima e para baixo no caule (Tu, 1985). A
maioria das infecgdes ocorre no inicio da floragdo ou depois da polinizagao das
flores, uma vez que o caule ¢ os galhos sdo invadidos pelo fungo, ocorrendo

murcha e morte da planta. Os tecidos doentes tornam-se secos, leves e



quebradicos. As sementes podem ser infectadas, apresentando-se, geralmente,
descoloridas, enrugadas ¢ menores que as normais. Algumas sementes, embora
com aparéncia sadia, também podem estar infectadas (Steadman, 1983).

O conhecimento das caracteristicas e as condigdes ambientais que
podem favorecer o processo de infecgdo por este patdgeno vém se tornando um
fator importante para o manejo da doenga (Vale et al., 2004).

O ciclo basico de S. sclerotiorum inicia-se com a fase de sobrevivéncia
que decorre da producdo de esclerddios, massas compactas de tecido do fungo,
que, além de serem fontes de indculo, asseguram a presenca do patdgeno por
periodos prolongados no solo sob condigdes adversas (Cook et al., 1975; Adams
& Aiers, 1979). Aproximadamente 90% do ciclo de vida de Sclerotinia spp.
ocorre no solo como esclerddio (Adams & Aiers, 1979). Segundo Davis (1925),
os esclerodios de S. sclerotiorum proximos a superficie do solo ndo permanecem
viaveis por mais de um ano. Young & Morris (1927), no entanto, relataram que
pelo menos quatro anos foram necessarios para que a cultura do girassol pudesse
desenvolver-se em um campo com histérico de mofo branco.

Na cultura do feijoeiro, Starr et al. (1953) estimaram um periodo de pelo
menos, trés a cinco anos de sobrevivéncia deste fungo no solo. Brown & Butler
(1936) relataram que, sob condi¢cdes secas favoraveis, os esclerédios podem
permanecer viaveis por, pelo menos, dez anos. Fatores como temperatura do
solo, pH e umidade parecem ter pequeno efeito direto na sobrevivéncia desses
esclerddios, no entanto, um fator determinante parece ser as atividades de outros
microorganismos junto a essas estruturas (Adams & Aiers, 1979).

Em determinadas épocas do ano, dependendo da natureza inerente do
fungo e dos fatores ambientais, os esclerddios podem germinar na forma
miceliogénica ou carpogénica (Adams & Aiers, 1979).

Na germinagdo carpogénica, os esclerddios atingem o solo e, sob

determinadas condigdes, podem germinar, dando origem a um ou mais



apotécios. A partir dessas frutificagdes sdo formados milhares de ascosporos,
que sdo facilmente disseminados. Esses esporos sdo considerados a fonte
primaria de indéculo e podem sobreviver por mais de sete meses sob baixa
umidade e germinam sob potenciais osmoticos baixos (Grogan & Abawi, 1974).
Os apotécios, geralmente, formam-se no periodo de quatro a doze semanas,
embora alguns isolados raramente ou nunca chegam a produzi-los (Pratt &
Rowe, 1991). A temperatura Otima para a germinacdo carpogé€nica dos
esclerodios foi em torno de 8°C a 16°C, sendo o aumento da germinagdo
diretamente proporcional ao aumento no tamanho dos esclerodios (Dillard et al.,
1995).

Outras condi¢des além da temperatura, como, por exemplo, o minimo de
8 horas de luz durante o dia ou o pH do solo entre 6,0-9,7, sdo também fatores
importantes na germinacao dos esporos deste fungo (Cook et al., 1975).

De acordo com Ferraz et al. (1996), solos ricos em matéria organica ¢
com maior umidade podem proporcionar condi¢cdes mais apropriadas para
formagdo de apotécios, enquanto solos com menor frequéncia de irrigacdo e
presenca de palhada de gramineas podem reduzir a sua formagao.

Ascosporos que desenvolvem no apotécio sdo disseminados por
correntes aéreas e iniciam a infec¢do quando entram em contato com o tecido
suscetivel. Depois de invadir o tecido do hospedeiro por micélio, esclerddios sdo
formados. Esses, eventualmente, retornam ao ambiente do solo, sobrevivendo
por periodos adversos e a espera de uma proxima cultura suscetivel (Purdy,
1979).

Na germinagdo miceliogé€nica ocorre a produgdo de hifas diretamente
dos esclerddios. Esses, encontrados no solo ou em restos de culturas
contaminados, germinam e, inicialmente, suas hifas colonizam matéria organica
morta e continuam crescendo, formando um micélio vigoroso. Ao encontrar uma

planta hospedeira, o micélio coloniza tecidos senescentes ou mortos e depois



invade rapidamente partes sadias, principalmente os tecidos suculentos, fazendo
com que as células entrem em colapso (Purdy, 1979; Agrios, 1997).

Na superficie ou dentro dos tecidos infectados sfo formados os
esclerddios, inicialmente brancos, passando a negros quando maduros. Estes
retornam ao solo completando o ciclo (Steadman, 1983).

Varios trabalhos relatam as condi¢des ideais para que os processos de
germinagdo e infecgdo por S. sclerotiorum ocorram com sucesso. Alguns relatam
que a germinagdo dos ascOsporos ocorre na presenga de alta umidade relativa e
temperatura Otima entre 5°C-10°C, enquanto a temperatura Otima para

crescimento micelial esta na faixa de 15°C-25°C (Abawi & Grogan, 1975).

2.4 Métodos de controle da doenca

Devido a sua importancia e as dificuldades do seu controle no campo,
varias praticas de manejo da cultura e um programa integrado de medidas sdo
requeridos para a obtengdo de sucesso no controle do mofo branco.

Uma das dificuldades decorre da permanéncia de esclerddios viaveis por
um longo periodo de tempo no solo, aliado ao fato de que os ascdsporos
produzem infecgdo aérea na disseminacdo campo-a-campo, devido, inclusive, a
falta de controle quimico eficaz e a alta suscetibilidade dos hospedeiros
cultivados.

Uma estratégia importante no manejo da referida doenga ¢ a redugdo do
nimero de plantas por area de plantio. Essa medida visa uma adequada aeracdo
das plantas e reduzir as chances de contato de plantas doentes com plantas sadias
adjacentes (Blad et al., 1978; Scott et al., 2010).

Adubagdes excessivas de nitrogénio devem ser evitadas, ja que isso
predispde os tecidos ao ataque do patogeno. E recomendada também a utilizagdo
de aragdes profundas para que os esclerodios e residuos de micélio de areas

contaminadas ndo entrem em contato com o hospedeiro e, assim, entdo, nio



encontrando condi¢es favoraveis a sua germinagdo (Scott et al., 2010). Como
ndo existem cultivares resistentes ao mofo branco até o momento, torna-se
necessario evitar gendtipos altamente suscetiveis.

A rotagdo de culturas, a exemplo do que ocorre para um grande nimero
de outras doengas, ¢ fundamental para o manejo do mofo branco. Em areas nas
quais ocorreram epidemias recentes, deve-se evitar o cultivo em sucessao com
hospedeiros altamente suscetiveis por, pelo menos, quatro anos. A intercalagdo
com culturas ndo hospedeiras deste fungo, como gramineas (milho, aveia branca
ou trigo), presta-se para propiciar a degradagdo natural dos esclerodios por meio
de seus inimigos naturais (Steadman, 1979; Scott et al., 2010).

Pelo menos trinta espécies de fungos e bactérias, tanto quanto insetos e
outros organismos, tém sido relatadas como parasitas ou antagonistas de
Sclerotinia spp. (Steadman, 1979).

Mais recentemente, tem aumentado o interesse no uso de
microrganismos antagonistas de solos como ferramenta no controle bioldgico do
mofo branco. Relatos de literatura ddo conta de que diversas espécies de fungos
ja tém sido utilizadas no combate as doencas causadas por S. sclerotiorum. Entre
tais espécies, Coniothyrium minitans, Thrichoderma sp. e outros tém
comprovado eficacia no controle da doenga em foco (Trutmann et al., 1980;
Mcquilken et al., 1997; Hjeljord & Tronsmo, 1998; Gerlagh et al., 1999; Huang
et al., 2000).

A eficacia do controle quimico de S. sclerotiorum pode ser influenciada
pela densidade de indculo no solo entre outros fatores. Costa & Costa (1998)
testaram o fungicida procimidone em campos de feijociro com diferentes
densidades de esclerddios e verificaram que o controle adequado da doencga foi
obtido somente em 4reas com menos de 19 esclerodios por m* Em solos com

mais de 27 esclerédios por m?, o fungicida foi ineficaz.
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Vieira et al. (2001), ao testarem a eficiéncia de quatro fungicidas
aplicados via agua de irrigacdo no controle do mofo-branco no feijoeiro, por
meio de irrigacdo por aspersdo, observaram maior eficicia no controle dessa
doenga por meio dos fungicidas fluazinam, benomyl e procimidone.

A existéncia de resultados conflitantes entre trabalhos sobre a eficacia
do controle quimico do mofo branco, conforme encontrado na literatura, pode
ser atribuida a fatores como fungitoxicidade, dose, época ¢ modo de aplicagdo
dos produtos (Vale et al., 1997).

Uma das recomendacdes de controle mais importantes ¢ evitar a
utilizacdo de sementes acompanhadas de esclerodios, devido ao papel desse tipo
de inoculo na disseminacdo da doenca a longas distancias, além de seu papel
como fonte de indculo em cultivos posteriores e introdugdo do patégeno em
areas livres de doencgas (Goulart et al., 1995).

O tratamento quimico de sementes constitui uma das medidas eficientes
devido a simplicidade de execucdo, ao baixo custo e a eficacia sob varios
aspectos. Segundo Machado (2000), por meio desse método, pode-se eliminar o
in6culo infectivo associado as sementes, proteger as sementes por ocasido da
germinagdo e na fase inicial de desenvolvimento das plantas, garantindo o
estabelecimento pleno da cultura no campo.

Rashid & Swanson (2008) verificaram que o tratamento de sementes
com fungicidas promoveu significativa redug¢do da incidéncia da infecgéo inicial
causada por S. sclerotiorum, evitando entre 60% e 84% de perdas no rendimento
na cultura do girassol.

Em trabalhos recentes desenvolvidos em condic¢des controladas, camaras
de crescimento vegetal, favoraveis ao desenvolvimento do mofo branco em soja,
feijdo, algoddao e girassol, foi demonstrado que o tratamento quimico de

sementes infectadas pelo fungo foi eficaz em reduzir o in6culo inicial, havendo,
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em alguns casos, redu¢do completa do inoculo pelos produtos testados, em geral
formulados em misturas (Machado et al., 2008).

Em pesquisas realizadas por Mueller et al. (1999), foi demonstrada a
importancia da utilizagdo de sementes sadias, ou seja, sementes ndo infectadas
por S. sclerotiorum, uma vez que estimou-se a quantidade de esclerddios e
apotécios formados provenientes de sementes infectadas por este patogeno.
Constataram também que, por meio do tratamento de sementes com oS
fungicidas thiran, fludioxonil e captam + pentacloronitrobenzene + tiabendazole,
houve reducdo de 98% da formagdo de esclerodios de sementes de soja
infectadas, durante dois anos de estudo.

O uso de sementes certificadas, de procedéncia conhecida e certificado
fitossanitario de origem, torna-se, portanto, fundamental, do ponto de vista de
prevencdo da doenca pela sua introducdo via sementes. Em virtude disso,
encontra-se em fase de adogdo, pelos sistemas de certificagdo de sementes no
Brasil, o padrdo zero para S. sclerotiorum em sementes de feijdo, soja, algodao e
girassol (Brasil, 2009a). Neste caso, ¢ intoleravel a ocorréncia de esclerodios em

amostras de sementes submetidas, em laboratério, a analises de rotina.

2.5 Testes de sanidade para detec¢ao do patégeno em sementes

Por intermédio das sementes, um grande numero de patdgenos
considerados de risco pode ser disseminado entre regides produtoras dentro de
um mesmo pais e entre paises, determinando danos de dimensdes incalculaveis,
quase sempre irreversiveis (Machado, 1994). Portanto, a analise da qualidade
sanitdria das sementes antes da implantagdo de uma cultura ¢ de extrema
importancia como medida de manejo desses tipos de doengas.

Para a deteccdo de S. sclerotiorum em lotes de sementes de feijao e soja,
o método descrito nas Regras para Andlise de Sementes (RAS), publicado em

1992, consistia na incubacao das sementes pelo método do papel de filtro e em
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rolo de papel, com até 30 dias de incubagdo, sob temperatura de 5°C a 7°C, em
escuro continuo (Brasil, 1992).

Segundo Menezes (1987), a incubagdo das sementes pelo método do
papel de filtro, por um periodo de 10 a 15 dias, era considerada satisfatoria para
a formagdo dos esclerddios a partir de sementes de feijao infectadas pelo
referido patégeno. Além desse método, era recomendada também a andlise da
fracdo impura das amostras de sementes para observacdo da presenca de
esclerodios do fungo. Koch & Menten (2000) verificaram, posteriormente, que o
método do papel de filtro com incubacdo por 14 dias, a 15°C, sob escuro
continuo, também era adequado para a deteccao do patogeno.

Outra alternativa de deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de feijao
foi relatada por Parisi et al. (2006), que observaram o desenvolvimento desse
fungo pela metodologia originalmente desenvolvida por Anselme & Champion
(1982) para a deteccdo de Colletotrichum lindemuthianum, conhecido como
método de rolo de papel toalha. As sementes sdo incubadas, por 7 dias, a 20°C,
em rolos de papel toalha umidos ¢ em ambiente com 100% de umidade relativa.
Essa metodologia, além de permitir a deteccdo do agente de antracnose do
feijdo, possibilita também a deteccdo de Macrophomina phaseolina e
Rhizoctonia solani.

Tendo em vista a necessidade de uma metodologia mais rapida e segura
para a detecgdo de S. sclerotiorum em sementes de feijdo e soja em analise de
rotina, Peres (1996) e Peres et al. (2002) estabeleceram uma metodologia
semisseletiva, com base em estudos anteriores conduzidos em Israel e Canada,
que tinham como alvo a detecgdo de S. sclerotiorum, na forma de ascoporos
(Steadman et al., 1994) e na forma de esclerddios (Nasser et al., 1995). Com
pequenas diferengas, o substrato do meio semisseletivo daqueles estudos era
composto por meio BDA acidificado, contendo azul de bromofenol e dois

antibidticos, penicilina G e sulfato de estreptomicina, com incubagdo em escuro
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continuo. A formagdo de acido oxalico por S. sclerotiorum provoca a mudanga
de coloragdo azul do substrato para a colora¢do amarela, indicando a presenga
do fungo naquele meio ou revelando a viabilidade de seus esclerddios, alvo de
interesse especifico no trabalho de Nasser et al. (1995).

Os estudos de Peres (1996) e Peres et al. (2002) foram realizados
aproveitando-se do substrato semisseletivo, até entdo desenvolvido, para o uso
em Patologia de Sementes, mais especificamente para a deteccdo de S.
sclerotiorum, em associagdo com sementes de feijdo e soja. Por esta
metodologia, o referido fungo, na forma de micélio, ¢ identificado pela mudanca
de cor ao redor das sementes.

Com a finalidade de simplificar a metodologia estabelecida por Peres
(1996) e Nasser et al. (1999) propuseram a reducdo dos ingredientes do meio
agarizado até entdo desenvolvido. Verificaram que a redug@o da concentragdo de
azul de bromofenol de 150 mg para 75 mg e com o uso de cloranfenicol na
concentragdo de 50 ppm em substituicdo aos dois antibidticos antes
recomendados, e a adi¢do de 2,4-D (formulag@o acida) para inibir a germinagéo
das sementes possibilitaram a detec¢do do patdgeno com maior rapidez e
simplicidade operacional.

Uma modificagdo posterior proposta por Napoledo et al. (2006) do
método Neon até entdo desenvolvido constou da redugdo das concentragdes dos
ingredientes do substrato, passando este a ser composto de: 1L BDA, 50 mg de
azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol, 50 mg de acido livre de 2,4-D,
autoclavagem, sem ajuste de pH, o que ficou conhecido como método de
Neon-S.

Segundo as novas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009b), o
meio semisseletivo Neon agar-bromofenol foi incluido para deteccdo de S.
sclerotiorum nas culturas da soja e do feijao, utilizando a mesma composi¢do de

Nasser et al. (1995), exceto pela ndo inclusdo do 2,4-D, tendo a alternativa de
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substituicdo dos antibidticos sulfato de estreptomicina e penicilina G por
cloranfenicol. As sementes sdo incubadas a 20°C, com 12horas de fotoperiodo,
por 5-8 dias.

A exclusdo do uso de 2,4-D neste método tem como base estudos
preliminares realizados em laboratorio por Machado (1980), em que foi
demonstrado que S. sclerotiorum foi um dos fungos mais sensiveis a ag¢do de
2,4-D, apresentando redugdo acentuada de crescimento micelial em substrato

contendo tal produto.

2.6 O uso da restricdo hidrica na detec¢do do patdgeno em sementes

O uso de restritores hidricos em testes de sanidade de sementes para
diversas espécies vegetais tem sido relativamente bem investigado nos ltimos
anos, havendo possibilidade de adogdo desses compostos para alguns casos. A
utilizagdo desses restritores tem como vantagem a substituicdo do uso de 2,4-D,
que € um inibidor ou repressor da germinag¢do de sementes, em espécies de
dicotiledoneas, inicialmente recomendado para testes com sementes de feijao e
brassicas, bem como em substitui¢do ao uso do método de congelamento nas
monocotiledoneas (Limonard, 1968; Neergard, 1979; Coutinho, 2000).

A técnica de restricdo pelo uso de solutos, tais como o manitol, NaCl e
PEG, tem sido alvo de estudos, visando inibir a germinacdo das sementes de
feijdo, arroz, soja, milho, trigo, algoddo, cenoura, etc. (Coutinho et al., 2001;
Machado et al., 2003; Magalhaes, 2005).

Essa técnica consiste, basicamente, em embeber o papel de filtro ou
equivalente nas solugdes com potenciais hidricos adequados ao controle da
germinacdo das sementes, de maneira a nao afetar o desenvolvimento de fungos
associados a sementes (Magalhaes, 2005).

A inibi¢do do processo de germinagdo das sementes provocadas por

estes solutos ocorre devido ao efeito osmoético e/ou idnico que dificulta a
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absor¢do de agua ou facilita a penetragdo de ions nas células (Moezel & Bell,
1987). Tal efeito pode ser também atribuido & menor mobilizagdo das reservas,
menor sintese e atividade enzimatica e mudangas na turgescéncia celular (Bruni
& Leopold, 1992; Dell’ Aquilla, 1992; Bewley & Black, 1994).

Coutinho et al. (2001) verificaram que a restri¢ao hidrica, induzida por
NaCl, KCI e manitol, em diferentes potenciais osmoticos, ndo interferiu na
deteccdo dos fungos associados as sementes ou as plantulas de feijao e arroz, em
comparacdo com os métodos padroes utilizados para estes casos. A utilizacao
dos mesmos solutos em potenciais de -0,6 a -1,0 MPa, segundo Machado et al.
(2003), revela-se como um procedimento promissor para impedir ou reduzir a
germinacgdo de sementes de soja no teste de incubagdo em substrato de papel. Da
mesma forma, o emprego de manitol e NaCl, nos potenciais osmoticos -0,6, -0,8,
-1,0 e -1,2 MPa, reduziu o processo de germinacdo de sementes e o

comprimento de plantulas de algodoeiro (Machado et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA), no periodo de janeiro de 2009 a janeiro de 2010. Foram

conduzidos seis ensaios, de acordo com o0s objetivos inicialmente propostos.

3.1 Ensaio 1 - Avaliacdo do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum em

substrato 4gar-bromofenol (Neon), com restritores hidricos

3.1.1 Origem e obtencédo dos isolados de Sclerotina sclerotiorum
Quatro isolados de Sclerotinia sclerotiorum foram utilizados neste
trabalho. As informacdes sobre as espécies hospedeiras e locais de origem

desses 1solados encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1 Origem e hospedeiros de isolados de Sclerotinia sclerotiorum
obtidos nas culturas de soja, feijdo e algodao.

Isolados Cultura Origem geografica
ISF Feijao Lavras, MG
ISS; Soja Cristalina, GO
ISA Algodao Luziania, GO
ISS, Soja Lavras, MG

As culturas puras de S. sclerotiorum foram obtidas pelo procedimento
convencional de isolamento em laboratério em que fragmentos de caules e
hastes de plantas com lesdes tipicas da doenca foram desinfestados,
inicialmente, com solug@o de hipoclorito de sddio 1% por cinco minutos, depois
lavados, por trés vezes, em agua destilada esterilizada e transferidos para placas
de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA (extrato de 200 g de batata, 20
g de agar purificado e 20 g de dextrose). As placas foram mantidas em camara

de crescimento, sob temperatura de 20 = 2°C em fotoperiodo de 12 horas, por 7
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dias. Discos de 5 mm de diametro, retirados das margens dessas colonias, foram
transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA e
mantidas nas mesmas condigdes anteriormente descritas, por um periodo de 5
dias, obtendo-se, dessa forma, as culturas puras. Em seguida, discos de micélio
foram armazenados pelo método de Castellani, para uso posterior (Smith &

Onions, 1983).

3.1.2 Preparo dos meios de cultura

Um dos meios de cultura utilizados neste estudo foi referente ao método
de Neon-S desenvolvido por Napoledo et al. (2006), do qual o acido de 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) faz parte (composicdo Tabela 2). Todos os
componentes foram adicionados ao meio antes da autoclavagem, ndo sendo
necessaria a correcdo do pH como no meio Neon padriao (Nasser et al., 1995;
Peres, 1996).

A modificagdo do meio Neon-S para o meio Neon modificado neste
trabalho consistiu na substitui¢do de 2,4-D por restritores hidricos [manitol,
cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG)], que provocaram nos meios
de cultura diferentes potenciais osmoticos, conforme determinado pelo software
SPPM (Michel & Radcliffe, 1995) (composi¢cdo Tabela 2). Da mesma forma
como descrito para o meio Neon-S, todos os componentes, neste caso, foram
adicionados ao meio antes da autoclavagem. Apos o preparo, os meios de cultura

foram autoclavados, a 121°C, por 20 minutos.
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TABELA 2 Composigdo dos substratos comparados neste estudo pelo método

Neon.

Meios de COmpOSISas Potenciais
cultura BDA Cloranfenicol Azul de Re’s trl.tores osmoticos
NEON bromofenol  hidricos

(MPa)
50 mg de
2,4-D
Neon-S 1L 50 mg 50 mg (acido
livre)
-0,6
-0,8
Neon Ik 50 mg 100mg  Manitol -1,0
manitol 12
-1,4
-0,6
-0,8
Neon 1L 50 mg 100mg  NaCl 1,0
NaCl
-1,2
-1,4
-0,1
-0,3
Neon IL 50 mg 100 mg PEG 0,5
PEG
-0,7
-0,9
NEON
padrio 1L 50 mg 100 mg - -

Para o caso de polietilenoglicol (PEG) foi necessario utilizar solugdes
deste soluto diluido em agua destilada, dependendo das concentragdes
requeridas e vertendo-se 10 ml dessas solugdes sobre o meio NEON padrio
(BDA, azul de bromofenol e cloranfenicol), previamente solidificado nas placas.

Os efeitos da restrigdo hidrica no crescimento micelial dos isolados
foram avaliados quanto a composi¢ao do meio Neon osmoticamente modificado.
Os tratamentos consistiram na adi¢do dos restritores hidricos manitol, NaCl e

PEG, e seus respectivos niveis de potenciais osmoticos. A composi¢do, o
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preparo e os potenciais osmoticos dos meios de cultura foram descritos no item
3.1.2.

Os substratos com restritores hidricos foram comparados com os
substratos de meio BDA puro, o meio Neon-S (Napoledo et al., 2005) ¢ o meio
NEON modificado sem adi¢do de nenhum inibidor de germinagao.

Depois de autoclavados, os meios de cultura foram vertidos (15 ml) em
placas de Petri de 9 cm de didmetro. Discos de 5 mm de didmetro foram
retirados da periferia das colonias de S. sclerotiorum, com 5 dias de idade, de
cada um dos isolados e transferidos para o centro de cada placa, sendo utilizadas
cinco placas como repeticdes. As placas foram distribuidas ao acaso, em cimara
de incubagao (BOD), com fotoperiodo de 12 horas, sob temperatura de 20°C.

As avaliagdes foram realizadas diariamente, medindo-se no verso de
cada placa os dois diametros ortogonais dos isolados até a ocupagao completa da
placa.

O indice de crescimento micelial (ICM) foi determinado pela formula
proposta por Oliveira (1991):

.,

I
oM =—+ + .t — | sendo:

n | 4 K ] N
ICM = indice de crescimento micelial
C,, C,, C, = crescimento micelial das colonias na primeira, na segunda e na
ultima avaliagdo
Ni, N,, N, = nimero de dias

A analise estatistica de regressdo foi realizada com auxilio do software

Sisvar (Ferreira, 2000). O delineamento experimental utilizado no ensaio foi o

inteiramente casualisado (DIC).
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3.2 Ensaio 2 - Avaliacdo dos efeitos da restricdo hidrica na protrusao
radicular de sementes de feijao, soja e algodao

Os efeitos da restrigdo hidrica na protrusdo radicular das sementes foram
avaliados quanto aos solutos em diferentes potenciais hidricos. Em placas de
Petri de 15 cm de didmetro, foram colocados trés discos de papel de filtro
previamente esterilizados ¢ umedecidos em meio Neon diluido, contendo os
restritores nos seguintes potenciais osméticos: -0,6; -0,8; -1,0; -1,2 ¢ -1,4 MPa
para manitol e NaCl e -0,1; -0,3; -0,5; -0,7 ¢ -0,9 MPa para PEG.

O substrato de papel diluido com o meio Neon-S foi também testado em
comparagdo com os demais tratamentos. Em seguida, foram distribuidas
quarenta sementes em cada placa.

As placas com as sementes foram mantidas em cdmara de incubacao,
sob temperatura de 20°C + 2°C e fotoperiodo 12 horas, por 7 dias.

A avaliagdo consistiu no calculo da porcentagem de sementes
protrundidas. Foram consideradas protrundidas aquelas com sinais visiveis de
emissdo de raiz (comprimento maior do que 0,1 cm).

O delineamento experimental utilizado no ensaio foi o inteiramente

casualisado (DIC).

3.3 Ensaio 3 - Avaliacao da eficacia do método agar-bromofenol modificado
com restritores hidricos na deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de feijéo e soja

A partir dos resultados das avaliagdes do comportamento do fungo em
relagdo aos meios e dos potenciais hidricos ¢ das sementes em relacdo a
protrusdo radicular (itens anteriores), foram feitas comparagdes das
metodologias de detecgdo de S. sclerotiorum dos substratos dos meios Neon-S e
o meio Neon modificado com restritores hidricos para as sementes de feijao e

soja.
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Para a adequacdo da metodologia de detecgdo de S. sclerotiorum nas
sementes feijao e soja, foram utilizados dois tipos de substratos: meio agar
solido e substrato de papel agarizado contendo, ambos, os demais ingredientes
do método Neon padrdo. Os potenciais hidricos dos solutos utilizados nas
solucdes osmoticas e nos substratos do meio de Neon padrao foram os seguintes:
manitol (-1,0 MPa), NaCl (-1,0 MPa), PEG (-0,5 MPa).

Foram utilizadas placas de Petri de 15 cm de didmetro, tendo os
substratos, com a adi¢do dos restritores hidricos, apresentado valores de pH
entre 5,3 a5,5.

No teste de incubagdo em substrato de papel agarizado do meio Neon
foram utilizados trés discos de papel de filtro previamente esterilizados e
umedecidos com meio agarizado contendo os solutos manitol, NaCl e PEG nos
potenciais acima descritos.

No plaqueamento em meio agar solido foram vertidos nas placas 30ml
de meio Neon modificado com os retritores hidricos. O substrato de Neon-S foi

também testado em comparagdo com os demais tratamentos.

Obtencao de sementes infectadas por S. sclerotiorum

Para a obtencdo de sementes de feijao, soja e algodao artificialmente
infectadas por S. sclerotiorum foram utilizadas placas de Petri de vidro de 15 cm
de diametro, nas quais foram vertidos meio BDA modificado osmoticamente por
manitol a -1,0 MPa, conforme metodologia ja conhecida de literatura (Carvalho,
1999; Costa, 2000). Discos de 5 mm de didmetro foram retirados da periferia das
colonias de quatro dias de crescimento de cada um dos isolados (de feijao, de
soja e de algoddo) e transferidos para o centro de cada placa.

Apds 3 dias de crescimento, em cada placa, foram distribuidas 200
sementes em camadas simples, tomando-se cuidado de manter a superficie da

semente em contato com a superficie da colonia fungica, sendo cada cultura
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inoculada com seu respectivo isolado. As placas foram mantidas em BOD, sob
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas, por 96 horas. Depois de retiradas
das placas, as sementes foram secas em temperatura ambiente por 48 horas e,
posteriormente, armazenadas em camara fria e seca.

Para a obtencdo de sementes de feijao naturalmente infectadas por S.
sclerotiorum foram utilizados vinte vasos (5 L) com substrato composto de
areia:composto, na propor¢do de 2:1, nos quais foram obtidas 5 plantas. Esse
cultivo foi conduzido em casa de vegetacdo telada. Entre o periodo do
florescimento e o inicio da formagdo das vagens, as plantas foram inoculadas
com discos de meio de cultura (5 mm) com micélio fungico de S. sclerotiorum
baseando-se na metodologia descrita por Silva (1989). Por esta técnica, fazem-
se ferimentos com agulha esterilizada, nas hastes das plantas. Os discos, com a
face micelial voltada para o ferimento, foram aderidos as hastes. Para manter a
umidade, no periodo noturno, as plantas foram cobertas por lonas plasticas,
durante dois dias, apds a inoculagéo.

As sementes de soja naturalmente infectadas foram obtidas de um
campo infectado com mofo branco em Jatai, GO.

Foram distribuidas quarenta sementes por placa, aleatoriamente, sendo
dez sementes artificialmente inoculadas (descrito no item 4.5) e trinta ndo
inoculadas. Foram utilizadas cinco placas, cada uma constituindo uma repeticéo.

As placas com as sementes foram mantidas em camara de incubacdo,
sob temperatura de 20°C + 2°C ¢ fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias.

A avaliagdo consistiu do calculo da porcentagem de sementes infectadas
por S. sclerotiorum, que apresentaram ao seu redor mudanga de coloragdo do
meio. O delineamento experimental utilizado no ensaio foi o inteiramente

casualisado (DIC).
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3.4 Ensaio 4 - Avaliacdo dos efeitos do regime de luz na deteccdo de
Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijdo, soja e algoddo, por meio do
método agar-bromofenol modificado com restritores hidricos

Em placas de Petri de 15 cm de diametro, pelo método de incubagdo em
substrato de papel, foram dispostos trés discos de papel de filtro previamente
esterilizados e umedecidos com meio agarizado Neon contendo os solutos
manitol (-1,0 MPa), NaCl (-1,0 MPa) e PEG(-0,5 MPa). O substrato de Neon-S
foi também testado em comparagdo com os demais tratamentos.

Foram utilizadas quarenta sementes por placa, com o mesmo percentual
de sementes inoculadas, conforme descrito no item anterior.

As placas com as sementes foram mantidas em cdmara de incubacao,
sob temperatura de 20°C + 2°C e fotoperiodo 12 horas de claro/12 horas de
escuro (alternado) e escuro continuo, por 7 dias.

A avaliacdo consistiu da analise da porcentagem de sementes infectadas
por S. sclerotiorum que apresentaram, ao seu redor, mudanga de coloragdo do
meio. O delincamento experimental utilizado no ensaio foi o inteiramente

casualisado (DIC).

3.5 Ensaio 5 - Avaliacdo da metodologia de deteccdo de S. sclerotiorum em
sementes de soja e feijdo naturalmente infectadas, pelo método agar-
bromofenol com modificacGes

As sementes naturalmente infectadas de feijdo e soja (descritas no item
4.5) foram testadas quanto a incidéncia de S. sclerotiorum pelo método do papel
de filtro impregnado com o meio Neon contendo, em separado, os restritores
hidricos manitol, NaCl e PEG, em contraste com o método de detec¢do em
substrato de papel descrito nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

No método do papel de filtro impregnado com o meio Neon modificado

com restritores hidricos, em placas de Petri de 15 cm de diametro, trés discos de
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papel de filtro foram previamente esterilizados ¢ umedecidos com meio
agarizado Neon contendo os solutos manitol (-1,0 MPa), NaCl (-1,0 MPa) ¢
PEG(-0,5 MPa). O substrato de Neon-S foi também testado em comparacdo com
os demais tratamentos. Foram utilizadas quarenta sementes por placa, utilizando
cinco placas, cada uma constituindo uma repeti¢do. As placas com as sementes
foram mantidas em camara de incubagdo, sob temperatura de 20°C £ 2°C no
escuro continuo, por 7 dias.

A titulo de comparagdo com o que se tem feito em analise de rotina, foi
incluido neste ensaio o método blotter test, no qual se utiliza 2,4-D (formulagdo
salina) na concentragdo de 5 ppm. As placas com as sementes foram mantidas
em camara de incubagao, sob temperatura de 5°C a 7°C no escuro continuo, por
30 dias.

A avaliacdo consistiu na analise da porcentagem de sementes infectadas
por S. sclerotiorum que apresentaram, ao seu redor, mudanga de coloragdo do
meio. O delincamento experimental utilizado no ensaio foi o inteiramente

casualisado (DIC).

3.6 Ensaio 6 - Avaliacdo do comportamento de fungos comumente
associados as sementes de feijdo, soja e algoddo em meio agar-bromofenol
(Neon), com restritores hidricos

Para este trabalho foram utilizados isolados de diferentes espécies
flngicas que comumente sdo encontrados em associagdo com sementes de soja,
feijdo e algoddo. Com essa finalidade, foram incluidas, no trabalho, as espécies
Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Botryodiplodia theobromae,
Colletotrichum gossypii, C. gossypii var. cephalosporioides, C. lindemuthianum,
C. truncatum, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f. sp.
phaseoli, Fusarium sp., Isariopsis griseola, Phomopsis sojae, Phoma sp.,

Dreschlera sp., Trichoderma sp., Cladosporium cladosporioides, quatro
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isolados de Penicillium spp., trés isolados de Aspergillus niger, dois isolados de
A. flavus e um de A. ochraceus. A maior parte foi obtida diretamente de
sementes portadoras dos mesmos durante testes de sanidade conduzidos no
Laboratorio de Patologia de Sementes da UFLA e uma menor parte foi obtida da
micoteca desse mesmo laboratério. Todos os isolados foram inicialmente
incubados em BDA, por 7 dias, em camara de crescimento, sob temperatura de
20 £ 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Discos de 5 mm de diametro das margens
dessas colonias foram transferidos para o centro de placas de 9 cm de didmetro
contendo 15 ml de meio Neon com manitol (-1,0 MPa), cloreto de sodio (-1,0
MPa), polietilenoglicol (-0,5 MPa). Essas placas foram incubadas, por 5 dias, em
camara de crescimento, a 20°C, e fotoperiodo de 12 horas.

As placas foram avaliadas quanto a mudanga de coloragdo do meio

Neon, de azul para amarelo, sob o crescimento do micélio fingico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio 1 - Comportamento de Sclerotinia sclerotiorum em substrato
agar-bromofenol (Neon), com restritores hidricos

Pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), houve diferencas significativas,
estatisticamente, entre os quatro isolados de Sclerotinia sclerotiorum no que se
refere ao indice de crescimento micelial, independente da composi¢do do meio
(manitol, NaCl, PEG ou, mesmo, no BDA puro). Esse resultado mostra a
variabilidade genética nesta espécie, proveniente de diferentes areas e

hospedeiros (Tabela 3 e Figura 1).

TABELA 3 Indices de crescimento micelial (valores em cm) de quatro isolados
de S. sclerotiorum em meios de cultura Neon modificado com
diferentes restritores hidricos, em comparacdo com demais
substratos das demais modificagdes do método Neon.

Isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Tratamentos ISF ISS, ISA ISS,
Neon (Manitol) 5311 Aa 3,869 B b 4342 Ac 1,563 Bd
Neon (NaCl) 5,400 A a 4487 Ab 3,145B ¢ 1,548 Bd
Neon (PEG) 4,634Ba 4234Ab 2,89 Bc 2,249 Ad
BDA 5270 Aa  4,460Ab 2980Bc 2,110 Ad
NEON 5420Aa 4,190Ab 2870Bc 1,L120Cd
Neon-S 0380Ca 0560Ca 0,670Ca 0,970 C a

As médias com mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e com mesma letra mintscula nio
diferem entre si, nas linhas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). (ISF= Feijao-Lavras; ISS,;=Soja-Cristalina;
ISA=Algodao-Luziania; ISS,=Soja-Lavras).

Estudos sobre a estrutura populacional e a diversidade em S.

sclerotiorum tém demonstrado diversidade nos genotipos das populacdes dos
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Estados Unidos ¢ da Australia (Kohn et al., 1991; Cubeta et al., 1997; Atallah et
al., 2004; Sexton et al., 2006).

Noonan et al. (1996), utilizando analises de RAPD e rDNA, detectaram
diferencas entre quatro isolados de S. sclerotiorum da Nova Zelandia e quatro
dos Estados Unidos, embora tenham sido consistentemente separados por uma
unica banda segundo o pais de origem.

Em estudo baseado nas técnicas de DNA fingerprinting ndo foram
detectados genotipos semelhantes de S. sclerotiorum entre amostras de
populagoes de canola do Canada e de repolho da Carolina do Norte e Louisiana,
nos EUA. Esses dados foram consistentes com as populagdes de S. sclerotiorum,
sendo subdivididas por separacdo geografica, especializacdo por hospedeiro e
adaptacao ecologica (Cubeta et al., 1997).

Essa variabilidade genética de S. sclerotiorum provavelmente ocorre
pela anastomose de hifas, permitindo a troca do conteudo celular entre
individuos diferentes e, portanto, podendo ser responsaveis pelas recombinagdes
genéticas do fungo (Alexopoulos et al., 1996; Glass et al., 2000).

No presente estudo, para o isolado ISA (algodao), a restrigdo hidrica
promovida por manitol provocou efeito estimulante ao seu crescimento micelial.
E possivel que, neste caso, o referido restritor tenha sido utilizado como fonte de
carbono, conforme salientaram Carvalho et al. (2001). Segundo Coutinho
(2000), o efeito estimulante de manitol para outros fungos pode estar
relacionado a sua utilizacdo como fonte adicional de energia ou a um melhor
ajuste osmotico da célula fungica pela absor¢do dos solutos e consequente
extensdo celular. Assim como em estudos de Machado et al. (2001a), em que a
restri¢do hidrica promovida pelo manitol ndo inibiu o crescimento micelial dos
fungos Colletotrichum truncatum, Phomopsis sojae e S. sclerotiorum, em meio
BDA, tendo apresentado, ao contrario, efeito estimulante ao crescimento

micelial desses organismos, quando comparado com meio sem restricdo hidrica
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(0,0 MPa). Por outro lado, para os isolados ISS; e ISS, de soja (Cristalina e
Lavras), o efeito de manitol foi oposto, reduzindo o seu crescimento micelial na
presencga deste restritor.

Em relagdo a NaCl, o crescimento do isolado ISS, (Lavras) foi
estatisticamente inferior ao crescimento em meio BDA puro. Essa mesma
tendéncia ocorreu com o restritor PEG em relacdo ao isolado ISF. Essa redugéo
do valor de ICM pode ser explicada pelos efeitos diretos da restri¢ao hidrica do
substrato no crescimento do fungo, conforme relatado também por Carvalho et
al. (2001). Mexal & Reid (1973) observaram que o PEG ¢ um soluto que pode
induzir estresse hidrico para determinados fungos. Embora possa ser absorvido
em menor extensdo, ndo ¢ metabolizado, como os agucares ¢ nem ¢ tOXico em
altas concentragdes, como podem ser alguns sais. Segundo Machado et al.
(2007), o crescimento micelial dos fungos Botryodiplodia theobromae,
Fusarium oxysporum f. sp.vasinfectume S. sclerotiorum foi reduzido em
substrato contendo NaCl em comparacdo ao manitol, indicando um possivel
efeito toxico desse sal no crescimento destes fungos.

Pela literatura, percebe-se que, de modo geral, o crescimento micelial de
fungos em meios de cultura osmoticamente modificados com a adi¢@o de solutos
10nicos e ndo-idnicos € variavel, havendo habilidade diferencial de absorver
agua do ambiente, e que existe uma faixa de potencial hidrico adequada ao
crescimento de cada espécie (Alam et al., 1996; Carvalho, 1999; Costa, 2000;
Coutinho, 2000).

Para os isolados de S. sclerotiorum utilizados neste estudo, ndo houve
diferenca estatistica entre os valores de potenciais hidricos utilizados no meio
Neon modificado com o restritor manitol quanto ao indice de crescimento
micelial. O valores intermediarios no gradiente de potenciais osmoticos
utilizados, tanto para PEG (-0,5 MPa) quanto para NaCl (-1,0 MPa) favoreceram

de maneira positiva o crescimento do referido fungo (Figura 1).
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FIGURA 1 Indice de crescimento micelial de quatro isolados de S. sclerotiorum
em meio Neon osmoticamente modificado com manitol, NaCl e
PEG.
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Os resultados deste trabalho apresentam tendéncias semelhantes as
observadas para outros fungos, conforme publicacdes de Coutinho (2000),
envolvendo Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli e Rhizoctonia solani com restri¢do hidrica induzida pelos solutos
manitol, NaCl e KCI; por Machado et al. (2004), no uso do restritor hidrico
manitol para os fungos Botryodiplodia theobromae e Colletotrichum gossypii e
por Machado et al. (2001b), no uso de manitol em Fusarium moniliforme,
Cephalosporium acremonium e Diplodia maydis, em que o crescimento desses

fungos ndo sofreu interferéncia pelo condicionamento osmoético.

Indicede crescimento micelial

Meon-3 ®HNeon-Padrio EEBDA

I552

I=A

I5E1

ISF 5.420

5,270

FIGURA 2 Indice de crescimento micelial de quatro isolados de S. sclerotiorum
em meio de cultura Neon-S, Neon-Padrido e BDA.

No presente trabalho, no meio Neon-S, no qual o 2,4-D (acido de 2,4-
diclorofenoxiacético) foi utilizado como restritor hidrico, os isolados de S.
sclerotiorum apresentaram indices de crescimento micelial inferiores,
estatisticamente, a maioria dos demais tratamentos, indicando o efeito
fungitoxico deste acido sobre este fungo (Figura 2 e 3). Esse mesmo efeito de

2,4-D foi também observado por Machado (1980), em estudos realizados in
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vitro. Segundo este autor, os efeitos de 2,4-D sobre os fungos podem ser
observados na forma de deformacdes de conidios, redugdo de esporulagdo e do
diametro de coldnias. Por estes trabalhos, existem informacdes de que a

formulacdo salina de 2,4-D é a menos prejudicial aos fungos.

FIGURA 3 Crescimento micelial do isolado ISA de Sclerotinia sclerotiorum
com 4 dias de idade em A- Neon-S (2,4-D); B- Neon padrao e C-
BDA puro.

4.2 Ensaio 2 - Efeitos da restricdo hidrica na protrusdo radicular de
sementes de feijdo, soja e algod&o

A inibicdo do processo de germinagdo de sementes durante o periodo de
incubacgdo pelo teste de sanidade, conhecido como blotter test, ¢ importante para
garantir a precisdo desse método, além de torna-lo mais rapido. Nesse sentido, o
efeito de qualquer inibidor de germinagdo deve ser previamente avaliado, nas
condi¢des em que o teste € conduzido.

Neste trabalho, independente do restritor hidrico utilizado, nos testes de
sanidade de sementes, mesmo sob a influéncia de componentes do meio Neon
observou-se que, a medida que os niveis de potenciais osmoticos dos restritores
comparados foram mais negativos, houve maior inibi¢do da germinacdo das

sementes de feijao, soja e algodao (Tabela 4).
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A dimens3o da inibi¢do de germinacdo, quando comparados os
potenciais osmoticos utilizados, foi mais evidente a partir de -1,0 MPa para
manitol, -1,0 MPa para NaCl e -0,5 MPa para PEG.

E importante frisar que os niveis de inibigdo mencionados podem ser
considerados satisfatorios para uso em testes de sanidade, conforme relatos de
pesquisadores nesta area (Carvalho, 1999; Machado et al., 2001b; Costa, 2003).
Um valor referencial de tamanho de alongamento da radicula, pelo teste de
sanidade, ndo deve ultrapassar a maior dimensao das sementes.

Os resultados observados neste trabalho corroboram os de diversos
outros pesquisadores que ja realizaram estudos nesta linha de pesquisa.
Exemplos nesse sentido sdo os trabalhos de McDonald Junior et al. (1988) e
Rosseto et al. (1997), com sementes de soja e PEG 6000.

Moraes et al. (2005), utilizando sementes de feijao induzidas pelos
solutos PEG e NaCl, verificaram que héa reducdo da germinacdo das sementes a
partir de -0,2 MPa.

De modo geral, o emprego de manitol e NaCl, nos potenciais osmoticos
-0,6, -0,8, -1,0 e -1,2 MPa, reduz o processo de germinacdo de sementes € o
comprimento de plantulas de algodoeiro em niveis satisfatorios para uso em
teste de sanidade para a detecg@o de fungos presentes em sementes desta espécie

(Machado et al., 2007).
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TABELA 4 Porcentagem de sementes protrundidas de feijao, soja e algodao sob
efeito de diferentes restritores hidricos e potenciais osmodticos no
substrato do método Neon modificado.

Espécies de hospedeiros

Potenciais
Tratamentos osmoticos Feijao Soja Algodao
(MPa)

-0,6 0,50 a 1,75 a 11,25b

Neon -0,8 0,25 a 5,00b 6,00 a
(manitol) -1,0 0,00 a 2,75a 0,00 a
-1,2 0,00 a 0,00 a 0,50 a

-1,4 0,00 a 0,00 a 1,25a

-0,6 0,25 a 12,5¢ 34,0d

Neon -0,8 0,50 a 2,25a 8,75b
(NaCl) -1,0 1,00 a 0,00 a 5,50 a
-1,2 0,00 a 0,50 a 225a
-1,4 0,00 a 0,00 a 0,25a

-0,1 20,5b 6,00 b 22,75 ¢

Neon -0,3 4,75 a 3,00 a 13,75b
(PEG) -0,5 225a 0,25a 225a
-0,7 0,50 a 0,00 a 225a
-0,9 1,50 a 0,50 a 1,50 a
Neon-s ~ COpoentracio 455¢ 42,0d 56,5 ¢

ppm

As médias com mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Quanto ao meio Neon-S, cujo componente utilizado como restritor
hidrico foi a formulacdo acida de 2,4-D, a porcentagem de sementes
protrundidas foi bastante elevada nas trés culturas em estudo. No entanto, pode-
se observar que a protrusdo de radiculas ndo foi prejudicial a analise de sanidade
das sementes pelo fato de que o 2,4-D inibiu o desenvolvimento posterior dessas

radiculas em niveis considerados satisfatorios para este teste.
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4.3 Ensaio 3 - Efeitos dos substratos do método agar-bromofenol
modificado com restritores hidricos na deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum
em sementes de feijao e soja

Independente do tipo de substrato utilizado, observa-se que nao houve
diferencas estatisticas na porcentagem de detec¢do de S. sclerotiorum nas
sementes de feijdo entre os diferentes tratamentos considerados neste estudo

(Tabela 5).

TABELA 5 Porcentagem de sementes de feijao com S. sclerotiorum em
diferentes restritores em substrato de papel agarizado ou meio agar

solido.
Substrato de Incubagio
Neon z;iagggfgscagﬁes Agar solido Papel agarizado
Neon-S 11,5Aa 85Aa
Neon (manitol) 10,0 Aa 10,5Aa
Neon (NaCl) 10,5A a 85Aa
Neon (PEG) 11,5Aa 10,5Aa

As médias com mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e com mesma letra mintscula nio
diferem entre si, nas linhas, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Erro padrdo = 2,36 (Neon Manitol= 1.0MPa;
Neon NaCl=-1.0MPa; Neon PEG= -0.5MPa).

O desempenho ¢ a sensibilidade dos testes de deteccdo de S.
sclerotiorum, utilizando o meio Neon modificado podem ser inferiores quando
ocorrer a presenca de contaminantes de crescimento  rapido,
como Trichoderma spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp.
Esses fungos podem, em pouco tempo, ocupar toda a placa de Petri, dificultando
a identifica¢do e a deteccdo do fungo-alvo, principalmente se as sementes nao
forem desinfestadas previamente. Esses inconvenientes podem ser ainda mais
acentuados quando sdo empregados substratos mais nutritivos, como o método
de plaqueamento em meio agar sélido. Dessa forma, a utilizagdo da metodologia

de incubagdo em substrato de papel pode ser uma alternativa recomendavel,
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principalmente se foi considerado também o fator econdmico (Salustiano et al.,
2006).

No intuito de eliminar uma etapa no preparo do meio de cultura, o
procedimento de ajuste de pH do substrato foi descartado para tornar o método
mais rapido para o uso em analises de rotina. Napoledo et al. (2006) relataram
que a velocidade de formagdo do halo amarelo em torno dos discos de BDA
contendo micélio do fungo pelo método Neon-S ndo foi influenciada pelo ajuste
de pH do meio. Segundo Steadman et al. (1994), o indicador de pH, azul de
bromofenol, provoca a mudanga de coloragdo do meio de azul para amarelo na
faixa de pH 4,7-6,0, o que fez com que, nos demais restritores hidricos deste
estudo, nao tenha sido observada a necessidade do ajuste de pH do substrato.

Nos testes conduzidos com sementes de soja portadoras de S.
sclerotiorum, as metodologias de incubag@o em substrato de papel agarizado e
plaqueamento em meio agar solido ndo diferiram estatisticamente entre si na
porcentagem de detecgdo de S. sclerotiorum para os restritores hidricos Manitol
e NaCl e o método Neon-S (2,4-D) (Tabela6).

No entanto, para o restritor PEG, o procedimento de incubagdo em
substrato de papel agarizado apresentou menores indices de porcentagem de
detecgdo nas sementes, quando comparados ao plaqueamento em meio agar
solido. A alta porcentagem de sementes detectadas no plaqueamento em meio
solido decorre, possivelmente, da contaminagdo secundaria entre as sementes e

ao favorecimento do rapido crescimento de S. sclerotiorum nessa composigao.
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TABELA 6 Porcentagem de sementes de soja infectadas por S. sclerotiorum sob
efeito dos diferentes restritores em substrato de papel agarizado ou
meio agar solido.

Substrato
Neon Z;?:lagce)g;foiiagées Agar solido Papel agarizado
Neon-S 16,5B a 13,5Aa
Neon (manitol) 13,0Ba 11,5Aa
Neon (NaCl) 13,0Ba 9,0Aa
Neon (PEG) 41,0A a 11,L0OAD

As médias com mesma letra maitiscula ndo diferem entre si nas colunas ¢ com mesma letra mintiscula ndo
diferem entre si, nas linhas, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Erro padrdo = 3,00. (Neon Manitol= 1.0MPa;
Neon NaCl=-1.0MPa; Neon PEG= -0.5MPa).

4.4 Ensaio 4 - Efeitos do regime de luz na deteccdo de Sclerotinia
sclerotiorum, em sementes de feijdo, soja e algodao, por meio do método
agar-bromofenol modificado com restritores hidricos

De modo geral, o ambiente de incubacdo sob escuro continuo
proporcionou valores percentuais de incidéncia de S. sclerotiorum superiores,
estatisticamente, ao regime de alternancia de luz e escuro. Essa tendéncia foi
geral para o método envolvendo todos os restritores, manitol, NaCl e PEG, para
as trés espécies de sementes usadas (Tabela 7 e Figura 4).

E importante salientar que, embora haja comportamentos distintos entre
os fungos em relacdo ao regime luminoso e alternancia de luz/escuro, ¢ um
recurso que se aplica em testes de sanidade para os fungos que produzem
conidios (Cochrane, 1958; Minussi et al., 1977; Deacon, 1996). Nestes casos, ha
um estimulo dessa alternincia ao aumento da produgdo de esporos, que € quase
sempre necessario para identificagdo de certas espécies (Neergaard, 1977,

Ansari et al., 1989; Rotem et al., 1989; Assis et al., 1997).
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TABELA 7 Porcentagem de incidéncia S. sclerotiorum em sementes de feijao,
soja e algodao observada pelo método Neon com modificacdes, sob
diferentes regimes de fotoperiodo.

Tratamentos
Método Neon com modificac¢des
Fotoperiodo Neon-S Manitol NaCl PEG
-1,0MPa -1,0MPa -0,5MPa
Feijao
Escuro continuo 25,5ADb 21,0ADb 220Ab 31,0Aa
12 h claro/12h escuro 8,5Ba 10,5Ba 8,5Ba 10,5Ba
Soja
Escuro continuo 19,4 Ab 355Aa 270ADb 21,5ADb
12h claro/12h escuro 135Aa 11,5Ba 90Ba 11,0Ba
Algodao

Escuro continuo 255Ab 420A a 21,5ADb 19,5ADb
12h claro/12h escuro 11,0Ba 7,0Ba 55Ba 6,0Ba

As médias com mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas ¢ com mesma letra mintscula ndo
diferem entre si, nas linhas, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), em cada cultura.

O uso de alternancia de luz e escuro, durante a incubag¢do de sementes,
tem como finalidade estimular a esporulagdo de alguns fungos (Neergaard,
1977). No caso de S. sclerotiorum, o estimulo a esporulacdo ¢ desnecessario,
uma vez que esse fungo ndo forma conidios durante o periodo de incubagio pelo
teste de sanidade. Exemplos de espécies cuja esporulacdo ¢ estimulada na
presenga de alternancia de luz sdo: Alternaria zinniae, A. dauci, A. brassica,
A.macrospora, Fusarium solani, Derschlera oryzae e Bipolaris sorikiniana
(Rotem et al., 1989; Fancelli & Kimati, 1990; Assis et al., 1997; Teixeira et al.,
2001).

Alternaria alternata na presenca de luz continua apresentou menores
taxas de crescimento e, por outro lado, esporulacdo mais intensa no escuro
continuo, a 27°C + 1°C (Ungaro & Azevedo, 1986). Esse comportamento foi
também observado para Colletotrichum gloeosporioides (Francisco Neto et al.,

1994), Fusarium moniliforme Sheld. var. subglutinans Wr. & Rg. (Bolkan et al.,
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1982), Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. e Fusarium graminearum Schw. (Devi
& Singh, 1994).

FIGURA 4 Fotos do blotter test pelo método agar-bromofenol sob temperatura
de 20°C = 2°C e fotoperiodo escuro continuo, com descoloracdo do
substrato de azul para amarelo nas sementes com incidéncia de
Sclerotinia sclerotiorum. A- sementes de algoddo em substrato com
manitol a -1,0 MPa; B- sementes de soja em substrato com NaCl a -
1,0MPa e C- sementes de feijao em substrato com PEG a -0,5 MPa.
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Os maiores indices de ocorréncia de S. sclerotiorum sob regime de
escuro continuo devem-se, provavelmente, ao efeito desfavoravel dessa
condicdo a determinadas espécies, em geral contaminantes, que poderiam
dificultar o desenvolvimento de S. sclerotiorum, reduzindo, assim, a alterac¢do de

cor do substrato de incubacgéo.

4.5 Ensaio 5 - Comparacdo da metodologia de deteccédo de S. sclerotiorum
em sementes de soja e feijdo naturalmente infectadas, pelo método &gar-
bromofenol com modificacGes

De acordo com os dados da Tabela 8, ndo houve diferencas estatisticas
entre os percentuais de incidéncia de S. sclerotiorum, pelos métodos de detecgao
comparados, tanto para as sementes de feijdo quanto para as sementes de soja.

Segundo Napoledo et al. (2006), o método Neon-S foi comparado com
os métodos de deteccdo de patdgenos em sementes recomendados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, ¢ em relagdo ao método do
papel de filtro e rolo de papel. Segundo aqueles autores, 0 método de Neon-S
foi mais rapido e eficiente, reduzindo o tempo de deteccdo de 37 dias para 12

dias.

TABELA 8 Percentual de incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum em sementes
de feijdo e soja submetidas a diferentes métodos de deteccao.

Hospedeiros

Tratamentos Feijiio Soja
(métodos de deteccio)

Meétodo padrao (papel de filtro — 30d) 1,5a 1,0a
Neon-S 1,5a 00a
Neon (manitol) 20a 1,0a
Neon (NaCl) 1,5a 0,5a
Neon (PEG) 0,0a 0,0a

As médias com mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) (Neon
Manitol= -1.0MPa; Neon NaCl= -1.0MPa; Neon PEG= -0.5MPa).
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Em relacdo ao periodo de incubagdo, fica evidente que os métodos nos
quais sdo utilizados restritores hidricos sdo mais eficazes por reduzirem o tempo
de incubagdo de 30 para 7 dias.

Embora o desempenho do método Neon-S (substrato com 2,4-D) tenha
sido compardvel com o método Neon modificado com restritores hidricos na
detecg¢do de S. sclerotiorum em sementes das espécies estudadas, ele apresenta
como uma das desvantagens o uso de 2,4-D, que constitui um risco ndo so a
saude dos operadores em laboratério, como pode ser contaminante para outros

tipos de trabalhos envolvendo sementes.

4.6 Ensaio 6 - Comportamento de fungos comumente associados as
sementes de feijdo, soja e algoddo em meio agar-bromofenol (Neon), com
restritores hidricos

A alteragdo da cor de azul para amarelo, do substrato agarizado do
método de Neon, é fruto da reducdo do pH, devido a producgdo de acidos por
estes organismos, detectado por meio do indicador azul de bromofenol (Domsch
et al., 1980; Steadman et al., 1994). Pelos resultados da Tabela 9, o
comportamento de mudancga de coloragdo foi semelhante entre os trés restritores
comparados neste estudo.

Entre os fungos testados, somente as espécies Aspergillus niger e uma
de Penicillium sp. proporcionaram condi¢des de mudanga da colora¢do de azul
para amarelo. Pela literatura, ha variacdes entre os fungos, no que tange a
produ¢do de acido (Domsch et al.,, 1980). Segundo Peres (1996), Rhizopus
stolonifer e Sclerotium rolfsii sdo também capazes de mudar a coloragio do
substrato do método Neon.

Em termos praticos, a mudanga de coloragdo do substrato do método
Neon, por espécies dos géneros Aspergillus, no caso A. niger, Penicillium e

Rhizopus, ndo deve ser considerado um fator que compromete a eficacia desse
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método para a detecg¢@o de S. sclerotiorum em sementes de plantas hospedeiras,
posto que as caracteristicas morfologicas desses fungos sdo facilmente

distinguidas das caracteristicas apresentadas por S. sclerotiorum.

TABELA 9 Formagdo de halos amarelos (+ ou -) no substrato do meio Neon
modificado com manitol, NaCl, PEG.

Alteracdo (+ ou -) de coloracdo do

Espécies e isolados de fungos substrato

Manitol NaCl PEG

Alternaria alternata - - -
Rhizoctonia solani - - -
Botryodiplodia theobromae - - -
Colletotrichum gossypii - - -
C. gossypii var. cephalosporioides - - -
C. lindemuthianum - - -
C. truncatum - - -
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum - - -
F. oxysporum f. sp. phaseoli - - -
Fusarium sp. - - -
Isariopsis griseola - - -
Phomopsis sojae - - -
Phoma sp. - - -
Dreschlera sp. - - -
Trichoderma sp. - - -
Cladosporium cladosporioides - - -
Penicillium spp. (1) + + +
Penicillium spp. (2) - - -
Penicillium spp. (3) - - -
Penicillium spp. (4) - - -
Aspergillus niger (1) + + +
Aspergillus niger (2) + + +
Aspergillus niger (3) + + +
A. flavus (1) - - -
A. flavus (2) - - -
A. ochraceus - - -
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5 CONCLUSOES

O crescimento micelial de S. sclerotiorum ndo foi afetado na presenga
restritores hidricos, manitol, NaCl ¢ PEG, em diferentes potenciais
osmoticos, incorporados ao substrato do método agar- bromofenol

(Neon).

A inibi¢do de germinagdo de sementes de soja, feijdo e algodao pode ser
conseguido em niveis satisfatorios para uso em teste de sanidade de
sementes, pelos restritores manitol e NaCl, em potenciais osméticos de -

1,0 MPa e PEG no potencial de -0,5 MPa.

A metodologia de detec¢do semisseletiva de S. sclerotiorum pelo
método de agar-bromofenol (Neon padrao) com adigdo de restritor
hidrico, manitol no potencial osmoético de -1,0 MPa, sob temperatura de
20°C e incubagdo na auséncia de luz, por sete dias, revelou-se eficaz
para a detecgdo do referido patdogeno, em analises de sementes de rotina

de laboratorio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os agentes fitopatogénicos as culturas do feijao, soja e algodao,
Sclerotinia sclerotiorum pode ser considerado, atualmente, como o patdgeno
mais ameacador aos cultivos dessas espécies, pela extensdo e intensidade em que
se encontra estabelecido nas areas de plantio, com condigdes favoraveis ao seu
desenvolvimento. O fato de produzir esporos na fase sexuada e estruturas de
resisténcia, esclerodios, que podem permanecer vidveis no solo por longos
periodos de tempo, torna o controle da doenca em foco extremamente
dificultado, principalmente por ndo se dispor de fontes de resisténcia genética
para a mesma.

Os lotes de sementes, por conterem sementes portadoras do inéculo no
seu interior e esclerodios em mistura, exercem papel primordial na disseminagao
da doenca, sendo, portanto, o uso de sementes certificadas e de procedéncia
conhecida um fator fundamental no manejo neste caso. Em virtude disso, esta
sendo proposto, pelo Ministério da Agricultura, nivel de tolerancia zero para S.
sclerotiorum em sementes de feijdo, soja, algoddo e girassol, ndo sendo tolerado
nenhum esclerédio na amostra de sementes submetidas para andlise em
laboratdrio.

Diante dessa realidade, questiona-se, do ponto de vista operacional, a
disponibilidade de métodos de deteccdo desse fungo em sementes que sejam
seguros ¢ viaveis para a adogdo pelos laboratorios de analises sanitarias
existentes no pais. No momento, os métodos disponiveis ainda apresentam
dificuldades com relagdo ao tempo de realizagdo do teste e a utilizagdo de alguns
ingredientes indesejaveis, havendo necessidade de aprimoramento.

A metodologia de detec¢do de S. sclerotiorum em sementes de soja e

feijdo, em meados da década de 1990, baseada no uso de substrato
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semisseletivo, pode ser considerada um avango dos mais importantes em
Patologia de Sementes.

A modificacdo desse método proposto posteriormente, no intuito de
aplica-lo em testes de sanidade, de que 2,4-D (forma acida) faz parte, levanta
sérios questionamentos em relagdo ao uso desse produto, por razdes ja
conhecidas sobre as propriedades e os riscos de sua utilizagdo em laboratoério.

A alternativa do uso de restritores hidricos, em substituicdo ao 2,4-D,
além de outros aspectos de simplificacdo da execucdo, conforme foi conseguido
neste trabalho, pode ser considerada das mais importantes para a sua adogdo em
Programas de Certificagdo de Sementes de soja, algoddo e feijao e,
provavelmente, de outras espécies hospedeiras.

Sobre o uso de substrato de papel impregnado com os mesmos
ingredientes do método Neon modificado com a incorporagdo de restritores
hidricos, o que ja havia sido investigado em trabalho anterior (Peres, 1996),
percebe-se que, do ponto de vista economico, ele ¢ vantajoso ¢ pode oferecer
eficacia comparavel a do substrato em que se utiliza agar s6lido no meio BDA.
Neste caso, ressalta-se apenas a dificuldade de confirmac@o das coldnias de
Sclerotinia sclerotiorum ao redor de sementes infectadas, pelo exame da placa
com recurso da trans-iluminagéo.

Vale destacar também que a detec¢do de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de espécies hospedeiras por métodos moleculares, ja em vias de
estabelecimento, por meio de PCR , faz com que os resultados deste estudo
tenham um significado maior, posto que o método bioldgico pode complementar
os métodos moleculares, em casos em que estes proporcionam resultados

positivos.
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