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PRODUCAO DE INOCULO E SOBREVIVENCIA DE

Sclerotinia sclerotiorum

RICARDO BRUSTOLIN!

RESUMO - O mofo-branco da soja, causado por Sclerotinia
sclerotiorum (Ss), tornou-se uma doenga importante em diferentes
regides do Brasil, em especial naquelas com ambiente favorével,
causando perdas ao agronegécio brasileiro. A experiéncia de outros
paises que convivem com este patogeno, ¢ de fundamental
importancia para o Brasil, mas ¢ preciso conhecer o comportamento
de isolados do Brasil, para direcionar estratégias de manejo de acordo
com os diferentes sistemas de producgdo. Desta forma os objetivos
deste trabalho foram: (i) determinar o melhor método para producao
de esclerodios; (ii) determinar o melhor método para a indugdo da
germinagdo carpdgenica; (iii) quantificar a longevidade de
esclerédios, produzidos em plantas de soja; (iv) desenvolver a
metodologia para inoculagdo artificial de sementes de soja e
quantificar a transmissdo para a parte aérea via cotilédones, e a
formagado de esclerodios no interior do solo pelo micélio colonizando
as sementes. Os ensaios foram desenvolvidos na Universidade de
Passo Fundo durante o ano de 2011 a junho de 2012. Foram
comparados quatro métodos para a producdo de esclerodios com

diferentes substratos nutritivos adicionados ou ndo de farinha de milho

1 Engenheiro Agronomo, mestrando do Programa de Pés-graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia.



(FM). Os esclerddios produzidos nos dois melhores métodos foram
selecionados, juntamente com esclerddios formados sobre meio em
substrato composto por areia saturada e agar-agua. No ensaio da
longevidade os esclerodios foram expostos a condi¢cdes de campo e
mensalmente foi determinada a viabilidade, considerando viavel os
que germinaram carpogénicamente. Para obter sementes infectadas
artificialmente foi avaliado a exposi¢do das sementes sobre micélio de
Ss em quatro tempos (12, 24, 36 ¢ 48 horas). As sementes infectadas
foram identificadas utilizando-se o meio de NEON-S em ensaio
realizado em ambiente climatizado e a campo para quantificar a
transmissao via lesdo cotiledonar e a formacao de esclerddios a partir
de sementes ndo germinadas. Os melhores métodos para producgdo de
esclerédios foram os compostos por graos de trigo mesclados com
perlita grossa com e sem presenca de FM respectivamente. Estes
esclerodios foram selecionados, juntamente com esclerodios formados
sobre meio de cultura, e germinaram carpogénicamente em maior
numero total de apotécios por esclerddios, no substrato de areia satura
quando comparado com o substrato agar-agua (A/A). No ensaio de
sobrevivéncia no campo, constatou-se que esclerddios depositados na
superficie do solo, simulando o sistema de plantio direto, perderam a
viabilidade com 12 meses. As sementes de soja podem ser inoculadas
artificialmente com exposi¢ao por 48 horas sobre o micélio do fungo
em placas de Petri. Comprovou-se que as sementes infectadas, ndo
germinadas, podem formar até 2,18 esclerodios por semente, no
interior do solo, em ambiente controlado. No campo, ndo houve a

formacao devido ao déficit hidrico. Tanto em camara de crescimento,



como no campo, nao foi comprovada a transmissdo via lesdo

cotiledonar.

Palavras-chave: Glycine max, esclerddios, ascosporos, infecgao,

sementes.

INOCULUM PRODUCTION AND SURVIVAL OF Sclerotinia

sclerotiorum

ABSTRACT - The white mold of soybean caused by Sclerotinia
sclerotiorum (Ss), has become an important disease in different
growing regions of Brazil, especially in those with favorable
environment, causing losses to the Brazilian agribusiness. The
experience of other countries who live with this pathogen is of
fundamental importance for Brazil, but we need to know the behavior
of isolates from the countryl, to direct management strategies
according to different production systems. Thus the objectives of this
study were to: (i) determine the best method for sclerotia production,
(i1) determine the best method to induce carpogenic germination (iii)
quantify the longevity of sclerotia produced in soybean; ( iv) develop
a methodology for artificial inoculation of soybean seeds and quantify
the transmission to stems via the cotyledons, and the formation of
sclerotia in the soil by the mycelium colonizing the seeds. The
experiments were conducted at the University of Passo Fundo during
the years 2011 to June 2012. Four methods for sclerotia production in
different nutritive substrates, added or not to corn flour (CF) were

compared. These sclerotia were selected, together with those formed



on the PDA medium and with carpogenic gemination and the greatest
number of apothecia by sclerotia, in sand substratum saturated with
water when compared to the water-agar (A/A). In the longevity test
the sclerotia were exposed to field conditions and their viability
determined at a monthly intervals, where those that germinated
producing apothecia were considered viable. For artificially seed
infection seeds were exposed to Ss mycelium for four times (12, 24,
36 and 48 hours). Infected seed was identified by plating on NEON-
S medium and used in growth chamber and in the field work to
quantify the cotiledonary transmission by the presence of lesions and
sclerotia formation by non-germinated seeds. The best methods for
sclerotia production were wheat grains mixed with coarse perlite with
and without the presence of CF. These sclerotia were selected,
together with those formed on the culture medium, and that
germinated carpogenically with a great total number of apothecia per
sclerotia, on the sand saturated with water when compared to the
substrate water-agar (A/A). In the longevity experiment in the field, it
was shown that sclerotia deposited on the soil surface, simulating the
no till system, lost their viability after 12 months. Soybean seeds can
be artificially inoculated with 48 hours of exposure to the fungus
mycelium in Petri dishes. It was shown that infected seeds do not
germinate when seeded in the soil, and they can form up to 2.18
sclerotia per seed in a controlled environment nevertheless, in the
field, sclerotia were not formed due to water deficit. Both in growth

chamber and in the field, cotiledonary transmission was not proved

Key words: Glycine max, sclerotia, ascospore infection, seeds.



1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma planta herbacea
pertencente a familia das Fabaceas, originaria do sudoeste asiatico,
com relatos de seu cultivo ha mais de 6 mil anos na China.
Atualmente, ¢ uma das mais importantes leguminosas cultivadas no
mundo (BOREM, 1999).

No Brasil, a area semeada com a cultura na safra 2011/2012 foi
de 25,04 milhdes de hectares e produgdo de 66,4 milhdes de toneladas,
11,8% inferior em relagdo a safra anterior (CONAB, 2012).

A cultura da soja apresenta adaptabilidade a diferentes
latitudes, solos e condigdes climaticas além de ser considerada uma
das plantas mais faceis de ser cultivada, entretanto, seu potencial
produtivo dificilmente ¢ alcancado. Entre os fatores que limitam a
obtencdo de altas produtividades estdo as doengas.

Segundo Sinclair & Backman (1989) sdo listadas mais de 100
doengas afetando a cultura, sendo que 47 foram descritas no Brasil,
causando perda anual na ordem de 1,3 bilhdes de dolares (SILVA,
2002). A importancia de cada uma das doengas varia com o ano
(ambiente), com a regido, com as cultivares, com a época de
semeadura e com as praticas agronomicas adotadas (SILVA, 2002).

Dentre as doengas relatadas em soja, encontra-se o mofo-
branco da haste, que nas ultimas safras tem aumentado em ocorréncia
e em intensidade em todo o Brasil, destacando-se a regido dos
cerrados. Por isso, se tornou numa grande preocupacdo aos

pesquisadores e produtores de soja.



Quando se cultiva na lavoura espécies vegetais anuais de
folhas largas, na mesma area e por varios anos, aumenta o indculo no
solo e os danos na producdo de graos. Por isso, se faz necessario
conhecer melhor o ciclo deste patdgeno através da literatura, propondo
pesquisas inovadoras e com isolados do Brasil. Desta forma, os
objetivos deste trabalho foram: (i) determinar o melhor método para
producdo de esclerodios; (ii) determinar o melhor método para a
inducdo da germinacdo carpdgenica; (iil) quantificar o tempo de
sobrevivéncia de esclerodios no campo coletados em plantas de soja;
(iv) desenvolver a metodologia para inoculacdo artificial de sementes
de soja e, com elas quantificar a transmissdo para a parte aérea via
cotilédonar, assim como a formacdo de esclerodios, no interior do

solo, pelo micélio colonizando as sementes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nomes comuns

Esta doenca recebe varias denominagdes populares. Em inglés
¢ chamado de “white mold” e “sclerotinia stem rot”. Em portugués ¢
chamado de mofo-branco (Figura 1), podriddo branca-da-haste ou
esclerociniose. O nome de mofo-branco ¢ o que melhor contribui para

a diagnose da doenca (REIS et al., 2011a).



Figura 1. Sintomas e sinais do mofo-branco em hastes de soja,

causados por Sclerotinia sclerotiorum

2.2 Ocorréncia

Em 1921, foi relatada pela primeira vez no Brasil na cultura da
batata, em Sao Paulo por Sacca e, posteriormente, em outros estados
em diferentes hospedeiros (CHAVES, 1964). Na cultura da soja no
Brasil, o primeiro relato descrito de epidemia do mofo-branco foi na
década de 70 no Parand (HENNING, 2004; YAMASHITA et al.,
1978). Este fato foi confirmado também por Reis' (informacéo verbal)
na safra de 1974/75, onde foi diagnosticado alta incidéncia em soja,
em lavoura no municipio de Tapejara, RS. Ultimamente, informagdes
pessoais de pesquisadores ddao conta de sua ocorréncia em quase todas

as regioes onde a soja ¢ cultivada no Brasil.

'REIS, E.M. (Programa de P6s Gradugio em Agronomia da Universidade de Passo
Fundo - PPGAGRO/UPF - Campus Passo Fundo).



2.3 Danos

Nos Estados Unidos Hoffmann et al. (1998), obtiveram uma
relacdo entre o rendimento de graos e a incidéncia do mofo-branco em
plantas de soja representada pela funcdo matematica linear R=1000 —
6,26 I (R = rendimento de graos normalizado e I a incidéncia em
plantas), semelhante a equagdo gerada por Yang et al. (1999) que teve
o dano representado por R=1000 — 8,43 1. No Brasil Reis et al.
(2011b) também determinaram as fung¢des de dano do mofo-branco
em soja de diferentes regides do centro oeste brasileiro, em funcao da
incidéncia em plantas e obtiveram em média a equagao R = 1000 - 6,7
I, que representa o dano de acordo com a incidéncia em plantas de
soja, assim calculando para uma lavoura com 45,5% de incidéncia em

plantas, um dano de 304,85 kg/ha a cada 1000kg/ha colhidos.

2.4 Hospedeiros

No site nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/index.cfm sdo listados
652 hospedeiros de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary. Sado de
interesse no Brasil, os cultivados em sucessdo ou rotagdo com a soja
como algodoeiro, canola, ervilha, ervilhaca, feijoeiro, girassol, nabo-

forrageiro e etc (REIS et al., 2011a).

2.5 Etiologia e sistematica

O mofo-branco ¢ causado por um fungo da Classe dos

Ascomicetos, Subclasse Discomicetos, Ordem Helotiales, Familia



Sclerotiniaceae e ao género e espécie Sclerotinia sclerotiorum (Ss)
(Lib.) De Bary descrito em 1837. Tem em torno de 21 sindénimos
sendo o mais citado Whetzelinia sclerotiorum (Lib.) Korf & Dumont.
(nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/index.cfm)

O micélio ¢ hialino, septado (PURDY, 1979), muito
ramificado formando uma massa algodonosa na superficie dos o6rgaos
atacados (Fig. 1) (ABAWI & GROGAN, 1979). A partir deste micélio
sdo formados os esclerodios (GRAU & HARTMAN, 1999) tanto na
superficie, como no interior da haste e vagens infectadas (ALMEIDA
et al., 2005), (Figura 2 e 5).

Trés estdgios no desenvolvimento esclerédios tém sido
descritos (TOWNSEND & WILLETTS, 1954): (i) iniciagdo
(agregacdo de hifas para formar uma massa branca chamada de
iniciais de esclerddios), (ii) o desenvolvimento (crescimento de hifas e
agregacao adicional para aumentar o tamanho), e (iii) delimitagdo e
maturacdo da superficie (a deposicdo de melanina nas células da
casca e consolidagdo interna).

Uma extensa lista de fatores ambientais e nutricionais que
influenciam desenvolvimento esclerddios tem sido compilado (CHET
& HENIS, 1975; LE TOURNEAU, 1979; WILLETTS & BULLOCK,
1992; WILLETTS & WONG, 1980).

Portanto, os esclerodios sdao formados por um agregado de
hifas com exterior preto e varias camadas de melanina. Os esclerddios
tem um papel importante na protecdo em condi¢cdes adversas e de
degradagdo microbiana em muitos fungos (BELL & WHEELER,
1986; HENSON et al., 1999) A por¢ao interna dos esclerddios, a

medula, estd embutida em uma matriz fibrilar composta de hidratos de
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carbono, principalmente B-glucanos e proteinas (LE TOURNEAU,
1979).

Esclerédios de Ss variam drasticamente em tamanho
dependendo do hospedeiro. Em girassol, por exemplo, o esclerddio
pode ter 1 cm de espessura e 35 cm de didmetro, podendo apresentar
as dimensdes de um capitulo, enquanto que no feijdo esclerddios
podem ser globosos, de 2-10 mm de diametro.

Segundo Steadman (1983), sdo estruturas de dorméncia
resistentes a dessecacdo e medem entre 2mm a 20mm de comprimento
e podem germinar de duas formas, micéliogenicamente que infecta
hospedeiros, como girassol, feijdo, alface e dentre outros e a
germinagdo carpogénica, produzindo um ou mais apotécios
(SCHWARTZ & STEADMAN, 1989). Segundo Steadman'
(informagao verbal, 2012), a infeccdo em plantas de soja através da
germinagdo micéliogenica de esclerodios nao ¢ importante para causar

epidemias em lavouras comerciais, pois raramente ocorre.

Figura 2. Conjunto de esclerddios formados na medula da soja

Segundo Bedi (1963), quanto maior o esclerodio, maior o

nimero de apotécios formados; um esclerodio grande (13 x 5Smm)
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originou até 15 apotécios. Os apotécios sdo estruturas carnosas na
forma de taga, com diametro de 0,5 — 2mm de didmetro e sustentados

por pedunculos (estipes) (GRAU & HARTMAN, 1999) (Figura 3 e 5).

Figura 3. Esclerddios germinados com a formagao de apotécios

Os apotécios contém em sua parte superior, ascas cilindricas
com dimensdes de 7-10 pum de didmetro por 112-156 pum de
comprimento (COE, 1944; KOSASIH & WILLETTS, 1975); os
ascosporos, unicelulares, em numero de oito em cada asca, medem 4 —
10 um de largura por 9 — 16 pm de cumprimento e com parafises
ligeiramente clavadas e de largura igual as ascas (COE, 1944;

KOSASIH & WILLETTS, 1975) (Figura 4).

Figura 4. Esclerodio (a) de Sclerotinia sclerotiorum, germinado, asca
com ascosporos (b), parafise (b) e ascosporo (c)
(Reproduzido de Hanlin & Menezes, 1996).
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2.6 Ciclo das relacdes Sclerotinia sclerotiorum em soja

Para entender o ciclo de uma doenca ¢ um processo ciclico e
dindmico, apresenta-se a sucessao dos eventos que ocorrem no mofo

branco da cultura da soja (Figura 5).

\ Colonizag&o de

\ tecido injuriado

Deposigao de ascosporos
sobre flores abertas,
senescidas (a) ou ferimentos (b)

Colonizagéo de
hastes e formagao
de micélio branco e
esclerodios

Dissemi
vento

Colonizagao de flores

senescidas(c) vagens abortadas

caidas sobre folhas e com
flores senescidas (d)

As ascas rompem-se K-\

liberando violentamente
0S ascosporos
e
‘f R
/ Colheita

Sementes infectadas
com o micélio do fungo
produzem esclerddios

Secao trasnversal \ [ / &A :

de um apotécio
Esclerédios no solo

Apotécios em esclerédio
germinado

(Fonte: REIS,DANELLI & BRUSTOLIN, 2012)
Figura 5. Monociclo do mofo branco causado por Sclerotinia
sclerotiorum em soja Glycine max (BRUSTOLIN

et al. 2012).
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2.6.1 Sobrevivéncia (esclerddios)

Os esclerodios sdo estruturas de sobrevivéncia que
desempenham um papel importante no ciclo da doenga, pois mantém
o in6culo ao longo do tempo, que de acordo com a literatura pode ser

de anos ou meses (Tabela 1) (Figura 7).

Tabela 1. Longevidade de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum

citados na literatura

Longevidade Autor
11a’ GORGEN et al., 2010; LEITE, 2005
8a ADAMS & AYERS, 1979

MCLEAN, 1958; SHWARTZ &

dasa STEADMAN, 1978

Minimo 3 a COOK et al., 1975

Minimo 2 a COLEY-SMIITH & COOKE, 1971
I(;Iea 1sgperﬁcie do solo menos DAVIS, 1925

A 10cm de profundidade 34 m  REIS & TOMAZINI, 2005

Na superficiel4 m REIS & TOMAZINI, 2005

E3
a: anos; m: meses.

ESCLERODIOS
.o ss‘\““.'.
eee e e PTevecee

SEMENTES DE NABO FORRAGEIRO

Figura 6. Esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum misturados e

comparados com sementes de nabo-forrageiro.
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100,0 -
90,0 .
* Superficie
80,0
< 70,0 A = 10cm
3 600 1 y =-2,5086x + 96,205
Tz 9007 R =0,9726
3 40,0 -
kS
> 300 A
20,0 y =-6,0719x + 82,785
10,0 - R =0,9992
1 35 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Tempo (meses)

Figura 7. Viabilidade de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum
posicionados na superficie do solo e enterrados a 10 cm

(REIS & TOMAZINI, 2005).

2.6.2 Sobrevivéncia (sementes)

Provavelmente, a principal fonte de inoculo primadrio,
responsavel pela introducao deste fungo nas lavouras de soja no sul do
Brasil, tenha sido a semente de feijao e, principalmente a de nabo
forrageiro, na maioria das vezes, infestada com esclerodios (Figura 6).
No centro-oeste este papel deve ser desempenhado pelas sementes do
feijoeiro e da ervilha (REIS et al., 2011a).

O fungo sobrevive também como micélio dormente no interior
da semente e como esclerédios entre elas (Figura 5 e 8). Tanto o
tegumento da semente como o cotilédone podem ser colonizados por
Ss. O fungo atinge as vagens com sementes em formagdo causando a

destruicdo da maioria, porém, as colonizadas com pouco micélio, com
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o embrido viavel, passam pela classificacdo sendo comercializadas
(BOLAND & HALL, 1988). Ss pode sobreviver em sementes
infectadas com micélio dormente no tegumento e nos cotilédones por
trés anos ou mais (TU, 1988). A presenca do micélio de Ss, infectando
internamente a semente tem sido citada por outros autores (YANG et

al., 1998) ou infestada com micélio ou esclerddios entre as sementes

(ZAMBOLIM, 2005).

Figura 8. Sementes e residuo de soja oriundo de equipamento de pré-
limpeza, com presenga de esclerédios de Sclerotinia

sclerotiorum.

2.6.3 Transmissao semente - cotilédone

Virias tentativas foram realizadas na Universidade de Passo
Fundo para testar a hipdtese de que o micélio interno na semente
origina, apds a germinagdo e emergéncia, lesdo cotiledonar e nesta
produzir esclerodios, introduzindo o fungo em novas areas. No
entanto, estd hipotese ainda ndo foi comprovada. Neste trabalho se

demonstrou que as sementes infectadas artificialmente ndo germinam,
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porém, formam esclerodios dentro do solo. As sementes nao
germinadas produziram até 3,07 esclerodios por semente, em
ambiente controlado (Figura 9). Os esclerodios recém formados foram
retornados ao solo, posicionados a profundidade de lcm, formando
apotécios a partir de 45 dias. Para isso, o solo manteve-se imido com
e temperatura média de 22°C (BRUSTOLIN et al., 2011a). Steadman
(1983), Tu (1988), Yang et al. (1998) e Mueller (1999) relatam a
formacdo de esclerodios a partir de sementes infectadas e,
consequentemente, apotécios. Mueller et al. (1999) comprovaram a
formagdo de esclerddios e apotécios a partir de sementes de soja
infectadas pelo patégeno quando semeadas no campo. Yang, et al.
1998, concluiram que a semente portadora do fungo origina indculo
para infectar plantas e aumentar a quantidade de esclerodios presentes
no solo para as posteriores estacoes do ano ou na mesma estacao de

cultivo.

Figura 9. Semente de soja colonizada por Sclerotinia sclerotiorum e

posterior formagao de esclerddios quando semeada no solo
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2.6.4 Restos culturais

Os esclerodios formados sobre, ou no interior dos tecidos, sdo
liberados caindo ao solo durante e apds a decomposi¢ao das hastes da
soja. Na colheita mecanica grande quantidade de esclerodios ¢ deixada
também na superficie do solo pelo mecanismo de limpeza da maquina
colhedora, garantindo a presen¢a do fungo na area de cultivo (REIS, et
al., 2011; SCHWARTZ & STEADMAN, 1978). Brustolin et al.
(2011b) quantificaram até 45,6 kg/ha de esclerddios numa lavoura em

Coxilha - RS (Figura 5 e 10).

Figura 10. Esclerddios deixados na superficie do solo apds a

colheita mecanizada.

2.6.5 Germinacédo carpogénica dos esclerodios

Segundo ABAWI & GROGAN (1979), o teor de dgua no solo,
a temperatura e a luz sdo considerados os fatores mais importantes

para a germinagdo carpogénica (produgao de apotécios) de esclerddios
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de Ss, mas que devem passar por um periodo de condicionamento no
solo, antes de germinar carpogenicamente. Esse periodo varia de
acordo com a origem do isolado, mas em geral, esclerédios recém
formados precisam ser incubados por maior periodo de tempo sob
temperaturas amenas ¢ alta umidade do solo (MILA & YANG, 2008;
HUANG & KOZUB, 1994; ABAWI & GROGAN, 1979) embora ,
outros fatores como textura do solo e qualidade da luz também
desempenham papel importante (SINGH & SINGH, 1983;
ROUSSEAU et al., 2006; SUN & YANG, 2000).

A germinagdo carpogénica ¢ altamente dependente da
disponibilidade de 4gua no solo. Pesquisas relatam que a germinagdo
pode ocorrer desde condi¢des de solo saturado até relativamente seco,
com tensdo de agua variando de zero a 750 kPa (BOLAND & HALL,
1987; FERRAZ et al., 1999; MORRALL, 1977; PHILLIPS, 1987),
entretanto Venette (1998) e Clarkson et al. (2003) relatam que as
condi¢des Otimas para a germinagdo de esclerdédios ocorre quando a
umidade do solo for superior a 50% da capacidade de campo. Segundo
Cook et al. (1975), embora outros fatores estejam envolvidos, a
flutuagdo da umidade do solo pode ser um estimulo para a
germinagdo. Boland & Hall (1987) observaram que nas duas semanas
que antecederam a formacgdo de apotécios no campo, a temperatura do
solo ficou na faixa de 15-30°C e o potencial matricial do solo,
geralmente acima de 5 bars. No campo, essas condigdes podem
ocorrer quando do fechamento das entrelinhas do feijoeiro.

O microclima entre as fileiras de feijdo em pleno
desenvolvimento ¢ menos sujeito a variagdes de temperatura e

umidade que do que ambiente externo (NATTI, 1971). As vezes,
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grande numero de apotécios sao encontrados em reboleiras na lavoura,
geralmente onde o solo estava mais saturado de dgua (LLOYD, 1975).
Um ligeiro estresse hidrico previne a germinag¢do carpogénica e a
formacao de apotécios.

A faixa de temperatura mais favoravel a sua produgado ¢ de 12
— 18°C (SUN & YANG, 2000). Para Venette (1998) e Clarkson et al.
(2003) a temperatura ideal situa-se entre 15°C e 17,8°C. Mas Abawi
& Grogan (1975) e Hao et al. (2003) relatam que a germinagao
carpogénica pode ocorrer numa ampla faixa de temperatura, entre 10 e
25°C. Devido a grande variagdo em temperaturas 6timas requeridas ter
sido relatada, suspeita-se que exista adaptagdo do patéogeno a
diferentes regides geograficas (PHILLIPS, 1987; BARDIN &
HUANG, 2001). Sob baixa intensidade luminosa a produgdo de
apotécios inicia com uma soma térmica de 760°C e cessa com 1.720°C
e com alta intensidade inicia com 160 e cessa com 900°C (SUN &
YANG, 2000). Para a produ¢do de apotécio os esclerodios necessitam
de luz, como estimulo morfogenético para a expansdo do apotécio.
Esclerodios presentes nas camadas superficiais do solo (entre 2 € 3 cm
de profundidade) germinam cerca de 10 a 14 dias (ABAWI &
GROGAN, 1975).

Um apotécio pode produzir ascosporos no campo por cerca de
sete dias. Cada apotécio produz cerca de 2,3 x 10° ascosporos em
condi¢des controladas (SCHWARTZ & STEADMAN, 1978) (Figura
3e)).
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2.6.6 Liberacéo e transporte do inoculo

Os ascosporos em grande quantidade sdo ejetados ao exterior
dos apotécios, com violéncia, numa nuvem visivel (Figura 11) e
transportados pelo o vento (REIS et al., 2011a). Segundo Clarkson et
al. (2003) a liberacao dos ascosporos ocorre tanto de dia como a noite
e que a duragdo do periodo de liberacao pode variar de 36 a 168 horas,
declinando quando a umidade relativa do ar atinge 65 a 75%.

Foram coletados ascoporos a 6m de altura, indicando que o
in6éculo pode ser transportado por varios quilometros de distancia
(VENETTE, 1998; LI et al., 1994). Quando depositado sobre as folhas
os ascosporos podem sobrevivem por 12 a 14 dias, dependendo das
condigdes ambientais, com alta umidade relativa do ar e luz ultrvioleta

(VENETTE, 1998; CLARKSON et al., 2003).

Figura 11. Nuvem de ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum liberada

violentamente pela expulsdo dos esporos das ascas.
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2.6.7 Disseminacao

O fungo dissemina-se principalmente na forma de esclerddios,
ascosporos e¢ micélio dormente no interior e exterior de sementes. Os
esclerodios sdao disseminados por implementos € maquinas agricolas,
por animais ao se alimentarem de restos culturais contaminados com
estas estruturas e principalmente entre as sementes. O uso de residuos
da limpeza de graos e de sementes de soja para alimentar animais
contribui para sua disseminagdo para novas areas (Figura 8) (REIS et
al., 2011a). Os animais alimentados por residuos vegetais contendo
esclerddios ndo inativam o patdgeno durante a sua digestdo, podendo
entdo dissemind-los pelas fezes (KORA et al., 2003).

Os ascosporos s3o ejetados das ascas e pelo vento levados a
plantas e lavouras vizinhas (ATHOW, 1973). Segundo Steadman
(1983) os ascosporos sao disseminados pelo vento e podem alcangar
distancias de até 100 metros da fonte.

As sementes infectadas com micélio também sdo agentes de
disseminagdo. Por isso ¢ importante a acuracidade dos métodos de
deteccao deste patdogeno em sementes em analises patologica, bem
como da eficiéncia do tratamento de sementes (HENNEBERG et al.

2012).
2.6.8 Deposicao e penetracao
Os ascosporos sao depositados por impacto ou sedimentagao

sobre os tecidos suscetiveis. O principal sitio de infeccdo sdo as

pétalas senescidas presas, geralmente, sobre axilas. Estes orgdos
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servem como fonte de energia para garantir a infeccdo dos tecidos
sadios pelos ascosporos e posterior colonizacdo do hospedeiro
(McLEAN, 1958; ABAWI et al., 1975: BOLAND & HALL, 1988)
(Figura 12). Segundo Sutton & Deverral (1983), ¢ necessdrio uma
fonte de nutrientes exdgena, como flores senescidas de feijao e de soja
para ocorrer a infeccdo ou partes mortas de plantas cruciferas
(McLEAN, 1958), ou infectando a partir de ferimentos (PURDY,
1958; NEWTON & SIQUEIRA, 1972; DILLARD & COBB, 1995)
(Figura 5). Segundo Vieira (1994), a ocorréncia do mofo-branco se
relaciona com o estadio de florescimento dos hospedeiros. Contudo,
os ascosporos podem infectar plantas injuriadas mecanicamente ou
com lesdes necroticas incitadas por outros patogenos. Isto explica a
ocorréncia esporadica do mofo branco antes da floragdo do feijoeiro

(VIEIRA, 1994).

Figura 12. Sintomas e sinais iniciais da infecgdo de Sclerotinia
sclerotiorum de hastes (axilas) e sua relagdo com a

presenga de pétalas senescidas.
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2.6.9 Colonizacao

Uma vez tendo a planta sido infectada o fungo pode atacar
folhas, peciolos, internddios, e também as plantas proximas, através
do contacto com as doentes. Os tecidos corticais sdo invadidos
rapidamente, até que se produz a morte da parte aérea da planta (Fig.
12) (MUELLER et al., 2002) .

A colonizagdo ¢ nao seletiva (ndo especifica a tecidos como o
xilema) (REIS et al., 2011a) Segundo Echandi & Walker (1957), o
desenvolvimento dos sintomas de Ss estdo associados ao acido oxalico
e as enzimas pectoliticas produzidas pelo fungo. Inicialmente o 4cido
oxalico penetra no tecido, reduzindo o pH de 6,8 para 4,0, fornecendo
assim um pH 6timo para a a¢do da enzima pectolitica. O acido oxalico
produzido por Ss no tecido do hospedeiro e em cultura, reduz o pH
dos substratos alcalinos. As espécies de Ss podem tolerar uma ampla
faixa de pH, mas adaptam-se melhor ao substrato acido (WILLETTS
& WONG, 1980).

A acdo do patogeno resulta em regides de encharcamento ao
redor das lesdes, que podem ser variaveis, conforme a tolerancia ou
resisténcia do hospedeiro ao acido (TU & BEVERSDOREF, 1982).

Segundo Boland & Hall (1988), as lesdes surgem
frequentemente do primeiro ao quinto n6 e em ramificagdes
secundarias da soja. As lesdes se expandem da inflorescéncia para a
haste principal colonizando os tecidos e aumentando as lesdes. A
doenca aumenta até a maturagdo da soja, podendo chegar a 90,3% de

incidéncia em plantas (Tabela 1).
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Figura 13. Infeccao de Sclerotinia sclerotiorum na porgao inferior das

hastes.

Figura 14. Massa miceliana e formagdo de esclerodios de Sclerotinia

sclerotiorum, na superficie da haste (a) e na medula (b).
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2.7.0 Sintomatologia

Os sintomas/sinais do mofo-branco surgem na parte inferior
das hastes da planta proéximas ao solo, mas, em muitos casos surge na
metade da haste envolvendo ramos e vagens. Os primeiros sintomas
surgem no ponto de inser¢do dos peciolos ou na base das ramificagdes
da haste e nestes locais sdo observadas areas descoloridas de cor
pardo-avermelhada (CHAMBERLAIN, 1973) (Figura 13).

O primeiro sinal da doenga ¢ a presenca de uma massa de
micélio branco, de aspecto algodonoso, na haste, ramos e vagens de
plantas atacadas. Com a evolucdo da moléstia, surgem estruturas
macroscopicas, negras, rigidas de forma variavel, no meio da massa
micelial, os esclerddios. Esses desprendem-se com facilidade quando
as plantas sdo agitadas. Essas estruturas apresentam a forma cilindrica
quando formados na medula da planta, e nas vagens, morfologia
variada (CHAMBERLAIN, 1973) (Figura 14). Por ocasido da colheita
grande quantidade de esclerddios sdo deixados sobre o solo (REIS et
al., 2011).

Na auséncia de medidas de controle sdo observadas reboleiras
de plantas amareladas e murchas, que tendem aumentar de tamanho

até tomar toda a area de cultivo (Fig. 15) (GORGEN et al., 2011).

2.8 Ciclos secundarios

O mofo branco ¢ uma doenca monociclica, pois os esclerodios

formados nas plantas, durante a safra, ndo germinam e nao liberam



26

ascosporos para novas infecgdes no mesmo ciclo da soja (REIS et al.,

2011a).

2.9 Fatores ambientais e a doenca

A alta densidade populacional do hospedeiro favorece o
desenvolvimento da moléstia, devido as hastes permanecem molhadas
por periodo mais longo (maior periodo de molhamento sujeito a
infec¢do). A ocorréncia e intensidade do mofo-branco esta relacionada
com a duracdo de periodo de molhamento no interior do dossel como
40 a 112 h, ou 70 — 120 h a 20°C (BOLAND & HALL, 1988). Abawi
e Grogan (1975) verificaram que o crescimento da lesdo foi
interrompido abruptamente quando secou a superficie do tecido
infectado, retomando a expansdao quando agua livre se tornou
disponivel novamente.

Em feijao, Abawi & Grogan (1975) citam que 48 a 72h de
molhamento continuo das plantas sdo necessarios para a manifestagao
dos sintomas quando ascosporos foram inoculados em flores
senescidas, em plantas cultivadas em camara de crescimento com
temperatura entre 20 e 25°C. A umidade relativa préxima a 100% nao
foi suficiente para a infec¢do ou, expansdo em folhas de feijdo. Boland
& Hall (1987) constataram que o desenvolvimento da lesdo em feijao
branco foi associado, em alguns casos, com 12-15h de molhamento
continuo das plantas. Em feijdo irrigado, o mofo-branco se
desenvolveu em periodos didrios de molhamento continuo das plantas
de 11-12h. Temperaturas favoraveis ao desenvolvimento da doenga

variam de 10°C a um o6timo de 20-25°C; acima de 30°C, a doen¢a nao
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ocorre (WEISS et al., 1980; BOLLAND & HALL, 1987). Para Abawi
& Grogan, 1979 e Phillips, 1994 a infec¢ao ocorre entre 5 e 30° com

temperatura 6tima requerida para a infeccao de 20 a 25°C.

Figura 15. Sintomas de plantas mortas pelo mofo-branco em

lavoura de soja no municipio de Coxilha/RS.

3.0 Controle

Medidas de controle isoladas sdo pouco eficientes no controle
do mofo-branco. Por isso, deve-se considerar o Manejo Integrado de
Doengas (MID). A NAS (National Academy of Science dos Estados
Unidos, 1969) apresentou o conceito oficial de MID como sendo a
“utilizagdo de todas as técnicas disponiveis dentro de um programa
unificado de tal modo a manter a populacdo de organismos nocivos
abaixo do Limiar de Dano Econdmico (LDE) e a minimizar os efeitos
colaterais deletérios ao meio ambiente”. O MID satisfaz as exigéncias
técnicas de sustentabilidade da agricultura (REIS et al., 2011c).

No manejo integrado do mofo-branco da soja se deve

considerar que:
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a. As sementes infestadas/infectadas das plantas hospedeiras sao
as responsaveis pela introdugdo do fungo nas areas novas de cultivo
(Ex. de soja, nabo forrageiro e feijoeiro) (YANG et al., 1998).
Segundo Muller et al., (1999) obtiveram controle superior a 98% na
formacao de esclerodios a partir de sementes de soja infectadas, em
dois anos de estudos, pelo uso de fludioxonil, tiram e captana +
pentacloronitrobenzeni + thiabendazol.

b. A sucessdo, rotacdo e o monocultivo (soja) de espécies vegetais de
folhas largas, na mesma lavoura, como colza, ervilha, ervilhaca,
feijoeiro, girassol, nabo forrageiro etc. contribuem para aumentar o
in6culo (densidade de esclerddios) no solo (SCHWARTZ &
STEADMAN, 1978);

c. A lavra do solo, enterrando os esclerédios no perfil aumenta sua
longevidade (REIS & TOMAZINI, 2005);

d. Sob plantio direto os esclerddios perdem a viabilidade mais
rapidamente (REIS & TOMAZINI, 2005);

e. A maximizacdo da cobertura morta do solo com Brachiaria no
centro-oeste e aveia preta no sul constitui uma barreira fisica da palha
que reduz a inoculacdo das plantas (FERRAZ et al., 1999; GORGEN
et al, 2009; BRUSTOLIN et al, 2012) relatam que o
desenvolvimento da supressividade do solo e a reducdo da incidéncia
de mofo-branco da soja ¢ obtido com a implantagdo de lavouras sobre
palhada de brachidria, com obrigatoriedade de rotagdo de culturas e
presenga de matéria seca da forrageira superior a 7 t/ha na superficie
do solo.

f. O aumento do espagamento entrelinhas > 0,5m reduz a duracdo do

molhamento dos o6rgdos suscetiveis e consequentemente a
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probabilidade de infeccdo (pétalas mortas) (BLAD et al., 1978;
BOLAND & HALL, 1988);

g. O uso de populacio de plantas de soja < 25/m” reduz a infecgio
pela mesma razao do item anterior (BLAD et al., 1978; BOLAND &
HALL, 1988);

h. O cultivo de variedades com arquitetura (Habito ereto, folhas
pequenas, que ndo acame, ciclo precoce, periodo de curto de
florescimento) pela mesma razdo do item “e”’reduz a probabilidade de
infeccao doencga (BLAD et al., 1978; BOLAND & HALL, 1988);

1. A prética da sucessdo/rotacdo de culturas com espécies vegetais ndo
suscetiveis, como o milho, sorgo e milheto evitando folhas largas,
reduz o indculo no solo (GRACIA-GARZA et al., 2002);

J- Se deve produzir e usar continuamente sementes sadias (De todas as
espécies vegetais cultivadas na propriedade) (REIS et al., 2009),
seguidas de analise sanitaria com método especifico para deteccao
(PERES et al.,, 2002) e tratamento com carbendazim + tiram
(MUELLER et al., 1999) ou captana + tiofanato metilico (TU, 1989).
Embora o tratamento de sementes elimine o indculo presente nessas
estruturas, o método ¢ ineficaz para o controle em lavouras ja
infestada com esclerodios (MULLER et al., 1999).

k. Ha a possibilidade de uso da indugdo da resisténcia pela aplicacdo
do herbicida lactofem, o qual estimula a producdo de fitoalexinas na
planta (ALTMAN & CAMPBELL, 1977, DANN et al., 1999;
GRAHAN et al., 2001; YANG & LUNDEEN, 2001; NELSON et al.,
2002);
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1. O controle bioldgico de Ss em soja por meio de agentes de controle
biologico, tais como Trichoderma spp., mostra-se como uma opgao e
necessita ser melhor estudado (DANDURAND & KNUDSEN, 1993).
m. Nos Estados Unidos foram identificadas fontes de resisténcia
parcial em material introduzido (NELSON et al., 1991; KIM et al.,
1999; YANG et al., 1999) e em cultivares, tais como, SyngentaS19-90
(KIM et al., 1999; KIM et al., 2000) e na linhagem AXN-1-55
(DIERS et al.,, 2006). No Brasil, as cultivares tem apresentado
suscetibilidade a doenga, ndo havendo relatos, até o momento, de
fontes de resisténcia ao mofo branco (VILLAS BOAS, 2007).

Cultivares com ciclo mais curto e resisténcia ao acamamento
reduzem o risco de infecgdo, facilitando a sele¢do de variedades
(HOFFMAN et al., 2002), assim como a época de floracdo e a
arquitetura, geram diferentes intensidade da doenca (BOLLAND &
HALL, 1987; NELSON et al., 1991; KIM & DIERS, 2000).

Outra forma de aumentar a resisténcia do mofo em plantas de
soja ¢ apresentada por Peltier et al. (2009), que correlaciona o teor de
lignina das diferentes partes da planta e estddios fenoldgicos com a
intensidade da doenca.

n. Os fungicidas tém sido frequentemente usados no controle de
doencgas causadas por Ss devido a falta de resisténcia genética nas
plantas hospedeiras (BARDIN & HUANG, 2001). O controle quimico
do mofo-branco na cultura da soja pode ser também ineficiente devido
as dificuldades de se obter cobertura total da planta. O controle
quimico deve ser realizado preventivamente, indicando-se a
pulverizagao entre o inicio da florag¢ao até a queda das primeiras flores

da cultura, concomitantemente com a presenca de apotécios no solo
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(GORGEN et al., 2010). Nunes Junior et al. (2009), verificaram a
reducdo da incidéncia da doengas utilizando os fungicidas fluazinam,
procimidona, dimoxistrobina+boscalida, tiofanato metilico+Mn,
fluopiram e algumas formulagdes de carbendazim, demostrando varias
opgoes para o controle de Ss em soja.

A perda ou reducdo de sensibilidade de isolados de Ss da
cultura do alface (Lactuca sativa L.) e amendoim (Arachis hypogea
L.) para o benomil, foi constatado por Muller et al. (2002), o mesmo
autor identificou reducao da sensibilidade para o tiofanato metilico.

O mofo-branco da soja ¢ uma doenca de dificil manejo porque
0 parasita ataca inumeras espécies de plantas cultivadas, produz
estruturas de dorméncia e ¢ transmitido por sementes (REIS et al.,

2011).
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CAPITULO |

COMPARAQAO DE METODOS PARA A PRODU(;AO IN
VITRO DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia sclerotiorum

RICARDO BRUSTOLIN!

RESUMO - Dentre as inimeras doengas relatadas em soja encontra-
se o0 mofo-branco da haste. Trata-se de uma doenga com alto potencial
de danos para a qual ainda nao estdo disponiveis cultivares que
apresentem um nivel de resisténcia que reduzam os danos a niveis
sub-econdmicos. Por isso, necessita-se conhecer melhor o ciclo da
doenca envolvendo a obtengdo de indculo do patdogeno para agilizar
pesquisas direcionadas ao seu manejo. O objetivo deste trabalho foi
selecionar um método para a produgdo massal de esclerddios in vitro.
Nesse sentido foram selecionados cinco métodos na literatura,
baseados em: i) graos de arroz, ii) de trigo misturado com perlita
grossa 1ii) trigo sem perlita grossa, iv) areia, e v) farinha de milho
(FM), os quais foram avaliados isoladamente ou combinados com FM,
constituindo um experimento bifatorial com quatro repeticoes. O
isolado utilizado foi obtido de esclerddios de plantas de soja coletados
no municipio de Coxilha-RS. Os esclerodios obtidos nos substratos
foram classificados em trés malhas de peneira (4 mm; 2,5 mm; 1 mm).

Em cada classe foi determinado o peso total, o nimero de esclerodios

1 Engenheiro Agronomo, mestrando do Programa de Pds-graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia.
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por grama de esclerddios e o rendimento de esclerodios. O método
constituidos por graos de trigo misturado com perlita, sem adi¢do de
FM, foi selecionado para a multiplicagdo de esclerddios, pela
disponibilidade dos componentes, quantidade, praticidade na obtencao
de esclerodios e baixo custo, sendo o método que melhor se ajusta a

necessidade dos pesquisadores.

Palavras chaves: mofo-branco, in6culo, Glycine max.

COMPARISON OF METHODS FOR SCLEROTIA
PRODUCTIONS BY Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT - Among many diseases reported in soybean is the white
mold (WM) stem rot. WM is a disease with high damage potential for
which are not yet available cultivars that have a level of resistance
able to reduce the damage to sub-economic levels. Therefore, one
needs to know more about the disease cycle involving the inoculum
production to accelerate research directed to its management. The
objective of this work was to select a method for in vitro mass
production of sclerotia. Five methods were selected in the literature
based on: 1) rice grains, ii) wheat kernel mixed with coarse perlite; iii)
wheat kernel without perlite; iv) sand, and; v) corn flour (CF), which
were evaluated alone or combined with CF. The experiment was a
factorial with four replications. The isolate used was obtained from
sclerotia taken from soybean plants collected in Coxilha-RS county.
The sclerotia were classified into three sieve meshes (4 mm, 2.5 mm,

I mm). For each class the total weight, the number of sclerotia per
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gram of sclerotia and yield of sclerotia were determined. The wheat
grains mixed with perlite, without the CF, was selected for the
sclerotia production due to the components availability, low cost,

quantity and convenience in sclerotia production

Keywords: white mold, inoculum, soybean Glycine max.

1 INTRODUCAO

Uma das principais doengas da soja ¢ o mofo-branco causado
por Sclerotinia sclerotiorum (Ss) (Lib.) De Bary, descrito em 1837.
Segundo Meyer', a 4rea de soja atacada no Brasil ¢ de
aproximadamente 6,3 milhdes de hectares (informacgao verbal, 2012).
Nestas areas infestadas pela doenga os danos ser estimados pela
funcdo R = 1.000 - 6,07 I (onde R = rendimento de graos
normalizados, e I = incidéncia em plantas) (REIS et al., 2011).

O mofo-branco ¢ uma doenca de infecg¢do floral na qual o
processo infeccioso inicia com a deposi¢cdo dos ascosporos nas pétalas
senescidas (McLEAN, 1958; ABAWI et al.,, 1975; BOLAND &
HALL, 1988).

Em trabalhos de pesquisa, onde ¢ requerida a inoculacao,
devem ser usados como indculo, os ascosporos, a semelhanga do que
ocorre naturalmente. Para a sua produgdo € necessaria, primeiramente,

a obtengdo de esclerddios e, as vezes em grande quantidade.

'MEYER, M. (Embrapa Soja - Londrina/PR)
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Os ascosporos tem sido usados na inoculacdo de plantas, em
diferentes estudos, como a prova de patogenicidade (ABAWTI et al.,
1975), a selecdo de plantas resistentes (DILLARD et al., 1995), em
estudos do ciclo da doenca (BERLIN et al., 1988), na determinagdo da
eficiéncia de fungicidas (HUNTER et al., 1978), na determinagdo das
condi¢cdes ambientais requeridas ao processo infeccioso e no
desenvolvimento da doenga (ABAWI & GROGAN, 1975).

A producdo massal das estruturas de dorméncia pode ser
obtida em laboratorio por diferentes métodos, geralmente usando
substratos naturais como graos (SMITH & BOLAND, 1989;
SANSFORD & COLEY-SMITH, 1992; COSTA & COSTA, 2006 ¢
MYLCHREEST & WHEELER, 1987). Outros usaram raizes de
cenoura, mandioquinha salsa, peciolo de repolho, alface e vagem mais
batata-dextrose, misturados ou nao com farinha de milho (FM)
(FERNANDES et al., 1993). Nelson et al. (1988) utilizou meio
contendo FM, vermiculita, solugdo de casamino acidos, extrato de
levedura e adicionado de 4dgua até o potencial de 25 bars.

O objetivo deste trabalho foi selecionar um método para a
produgdo massal de esclerédios in vitro no menor tempo, com

praticidade, tamanho uniforme e de baixo custo.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Fitopatologia - Micologia da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo/RS durante o ano de

2011. Neste experimento foram avaliados cinco meios de cultura



36

isoladamente e combinados com FM. O delineamento experimental
foi fatorial em blocos ao acaso com dois fatores (métodos/meios ¢

adi¢dao de FM) e quatro repeti¢des (Tabela 1).

2.1. Isolamento monosporico de Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerodios de Ss presentes no solo apos a colheita da soja
em lavoura comercial no municipio Coxilha-RS-Brasil, foram
coletados e trazidos ao laboratorio. Foram desinfetados em uma
solucdo de hipoclorito de sddio na concentragdo de 1% por cinco
minutos, lavados com 4gua destilada e esterilizada (ADE). As
estruturas de dorméncia foram colocadas a germinar em gerbox
(caixas de acrilicoll x 11 x 3,0 cm de altura) contendo areia de rio
lavada, peneirada (peneira com malha de 1mm), esterilizada e
saturada com d4gua até atingir o potencial osmoético de zero
(capacidade de campo). Posteriormente, foram colocados em camara
climatizada na temperatura de 15°C +2, com fotoperiodo de 12 horas,
por 40 dias. A fonte de luz foi constituida por lampadas fluorescentes
distantes 5 cm acima dos gerboxes. ApOs a germinacao, 0s apotécios
foram removidos pelo corte das estipes com tesoura e pinga
esterilizada. O material foi transferido para um cadinho, marca
Chiarotti/Maua (0,060 mL), contendo 3 mL de ADE e macerados com
o pistilo. Posteriormente, foi adicionado 100 mL de ADE ao
macerado, coado com um pano de voal de seda e a concentragdo
ajustada para 5.300 ascosporos vidveis/mL. Desta suspensdo, foram
vertidos 300 uL por placa de Petri plasticas de 60 mm de didmetro,

contendo agua-agar. Depois de 6 horas no escuro, a temperatura de
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21°C £2, foi verificada e germinagdo em microscopico Optico.
Quando o pré-micélio atingiu o tamanho menor do que a metade do
didmetro do ascosporo, o mesmo foi retirado com uma agulha
histologica e transferido para placas de petri contendo meio BSA.
Apos sete dias de incubacdo a temperatura de 25° e fotoperiodo del2
horas luz obteve-se coldnias puras. Posteriormente discos de 6 mm de
diametro foram retirados das colonias e transferidos para tubos de
ensaio (N° 9820) contendo graos de trigo esterilizados. Apds a
coloniza¢do dos grios, foram armazenados em refrigerador a 5°C para

uso posterior.

2.2. Preparos dos substratos, inoculacéo e incubacgéo

Foram selecionados na literatura cinco métodos/meios para a
producdo massal de esclerddios in vitro: i) de Sansford & Coley-
Smith (1992) baseado em trigo misturado com perlita grossa (T+P); ii)
de Mylchreest & Wheeler (1987), baseado somente em graos de trigo
sem pertlita (T); ii1) de Costa & Costa (2006) baseado em graos de
arroz (AZ), iv) de Nelson et al. (1988) composto de FM (NELSON) e
v) o método baseado em areia sugerido no projeto deste trabalho (AR)
(sem citagdo na literatura).

Estes métodos/meios utilizados pelos autores foram
modificados e avaliados isoladamente ou combinados com 20% de
farinha de milho (FM), exceto o método de NELSON que usa como
principal substrato nutritivo, 54 gramas de FM (Tabela 1).

Os meios (Tabela 1) foram preparados em erlenmeyers de

vidro de 1,0 L de volume. Em seguida, foram autoclavados por uma
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hora a 120°C e no dia seguinte re-autoclavados. Apos resfriar, foram
transferidos 40 discos de 9 mm de diametro, de colonias puras do
fungo, para cada frasco e misturados na massa do substrato com um

bastao de vidro esterilizado.

Tabela 1. Substratos (métodos/meios) testados para producao de

esclerodios
Meétodos/meios
Tratamentos Substratos Substratos o
o ) Outros aditivos
nutritivos ertes
T Trigo (100g) - ADE’ (10mL)
SAZ Arroz' (100g) - ADE (30mL)
; o Perlita moida
T+P Trigo (100g) 3 ADE (100mL)
(Grossa)” (50g)
o 1% Casamino-acidos
¢ 5 Vermiculita
NELSON FM~ (54¢g) (3.59) (37,5mL) + 1% de extrato
g
de levedura + ADE (35mL)
’AR - Areia (100g) ADE (40 mL)

" Os griios de trigo e arroz foram embebidos em 4gua destilada por 12h
2 FM: farinha de milho

? Perlita moida grossa: moida em forrageira, peneirada e selecionada a retida em peneira com
malha de 4mm.

* ADE: Agua destilada e esterilizada

ST: Trigo; SArroz; 7Trigo mais perlita; SNELSON; °Areia;

Os meios dentro dos frascos foram incubados por 45 dias,
seguindo as condi¢des de ambiente descritas por cada autor em cada

um dos meios/m (Tabela 2).
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Tabela 2. Condi¢des de ambiente para a incubagao em cada método

Tratamentos Temperatura (°C) Regime de luz
'T+p 25 Fotoperiodo de 12h
’T 25 Fotoperiodo de 12h
AZ 20 Escuro
“NELSON 25 Fotoperiodo de 12h
AR 20 Escuro

]Trigo mais perlita; 2T; Trigo; 3Arroz; *NELSON; *Areia;

2.3 Colheita dos esclerédios

Apoés a incubagdo, com um bastdo de vidro, foi retirado o
meio, contendo os esclerodios formados, e depositado sobre uma
peneira de 1,0 mm de malha. A massa de esclerddios mais substrato
foi lavada com jato de dgua e transferida para bandejas de plastico de
0,3 m x 0,4 m para secagem por trés dias no interior de uma casa-de-
vegetacdo temperatura e luz do ambiente. Posteriormente, o0s
esclerddios foram colhidos manualmente, avaliados e armazenados em

tubos de vidro num refrigerador a temperatura de 5°C.

2.4 Avaliagdes

A massa total dos esclerodios produzidas por unidade
experimental foi pesada em balanga de precisdo. Posteriormente, foi
realizada a classificagdo, separando-os em trés classes de peneiras: 1) 4
mm, i1) 2,5 mm e ii1) 1 mm. Os esclerddios retidos em cada peneira
foram quantificados em massa total, nimero de esclerédios/grama de

esclerédio e massa de esclerddios produzida por grama de substrato
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nutritivo seco, como por exemplo trigo (100 gramas) mais farinha de
milho (20 gramas), totalizando 120 gramas.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diferentes métodos com diferentes substratos nutritivos,
apresentaram variabilidade no tamanho dos esclerédios e na
quantidade produzida, possibilitando o uso destes métodos para
produzir esclerddios do tamanho e quantidade desejada.

Para todas as variaveis avaliadas houve interacdo entre os
fatores métodos/meios e presenga ou auséncia de FM.

Utilizando-se o meio T+P com auséncia de FM, (Tabela 3),
obteve-se a maior produgdo, com um total de 34,07g esclerodios em
100 g de graos de trigo, superando a produgdo obtida por Ferraz &
Caf¢ Filho (1998) que produziram em meio com graos de feijdo, com
adicao de FM, até 10 gramas de esclerodios em 100 gramas de meio
de cultura e incubados em condigoes diferentes deste trabalho.

Os métodos contendo somente FM (AR e NELSON) nao
superaram a producdo dos demais métodos complementados de FM,
provando que a FM isolada ou completada com outros aditivos nao
superaram a produ¢do de método como o T+P que € mais pratico ¢
barato para atender a demanda de producdo de esclerodios. Por outro
lado, estes métodos (AR e NELSON) quando retirada a FM ndo foram
capazes de produzir esclerédios somente com outros aditivos (Tabela

3).
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A FM nao contribuiu para o aumento da massa de esclerddios
produzidas nos meios T+P, T ¢ AZ, discordando com o relato de
Fernandes et al. (1993) onde evidenciaram que meios adicionados de

FM favoreceram a formacao de esclerodios.

Tabela 3. Massa (g) total de esclerddios produzida nos substratos

Farinha de milho Meétodos/meios
T AZ T+P AR NELSON
Presenca 19,0 aA 7,7 aB 14,4 bA 5,6 aB 17,2 aA
Auséncia 21,1 aB 6,34 aC 34,0 aA 0,0 bD 0,0 bD
CV (%) 20,3

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Além do massa total, ¢ possivel selecionar esclerodios de
diferentes tamanhos, os quais podem estar relacionados com o numero
de apotécios formados. Ben-Yephet (1993) e Dillard et al. (1995),
relataram que os esclerodios maiores produziram maior numero de
apotécios, o que ¢ desejavel.

Na Tabela 4 ¢ possivel selecionar o método que produziu a
maior quantidade de esclerodios do tamanho desejado.

No meio T+P na auséncia de FM, houve a maior producao de
esclerodios nas peneiras 4 mm, 2,5 mm e 1 mm.

A maior quantidade de esclerddios ficou retida entre a peneira
de 4 mm e 2,5 mm para todos os métodos e destacando-se novamente
o método T+P, que além de produzir maior massa total, concentra
maior numero de esclerddios retidos na peneira 2,5 mm, por isso,
posteriormente podem ser usados na inducdo da germinagdo

carpogénica. Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por Ferraz &
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Café Filho (1998) que dentre os diferentes meios avaliados, o maior
nimero de esclerddios ficou retido nas peneiras de diametro entre 6,35
mm a 2,38 mm. Estes esclerddios também foram selecionados para

uso em ensaios posteriores da germinacao carpogénica.

Tabela 4. Massa (g) total dos esclerddios retidos nas peneiras com
malha de 4, 2,5 ¢ | mm
Farinha de M¢étodos/meios
milho T! AZ? T+p° AR*  NELSON’
Presenca 6,7 aA 1,1 aC 3,0bB 0,5 aC 5,5 aA
4 mm Auséncia 5,36 aA 0,2 bB 7,2 aA 0,0 bB 0,0 bB
CV (%) 16,9
Presenca 9,33aA 4,5aBC 8,4 bA 3,6 aC 6,6 aAB
2,5mm  Auséncia 9,1 aB 3,1 aC 18,7bD 0,0 bD 0,0 bD
CV (%) 12,1
Presenga 2,8 aA 2 aA 2,8 bA 1,4 aA 2,8 aA
I mm Auséncia 6,5 aA 2,9 aB 8,06aA  0,0bC 0,0 bC
CV (%) 17,0
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
IT: Trigo; 2Arroz; 3Trigo mais perlita; 4 Areia; "NELSON

Peneira/
malha

Na Tabela 5 sao apresentados valores que podem ser utilizados
para producao de esclerédios segundo a necessidade para cada
método.

Por esse trabalho foi possivel selecionar o método que mais se
ajusta as necessidade do pesquisador, pois podera escolher o substrato
nutritivo disponivel e assim definir a quantidade e tamanho de
esclerodios que deseja. O niimero de esclerédios que contém uma
grama de esclerddios, permite obter uma vez selecionado o método de
producao, realizada a colheita dos esclerddios, secados, classificados,

selecionado o tamanho desejado através da malha da peneira, a
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quantidade de esclerddios desejada para um experimento através do
seu peso.

Conforme diminuiu a malha da peneira houve aumento do
numero de esclerodios por grama, mostrando que o peso de
esclerodios resulta em numeros diferenciados de unidades infectivas,
dependendo do método de producao.

A FM ndo influenciou diretamente no tamanho do esclerodio
nos diferentes métodos, confirmado o mesmo relato feito por Ferraz &
Caf¢ Filho (1998).

O método AZ apresentou maior numero de esclerédios nas
peneiras 4 mm e 1 mm, ndo havendo uniformidade na produgao dos
esclerddios, diferente do método T+P que teve a tendéncia de produzir
esclerédios com mais uniformidade, considerando os esclerddios
retidos nas diferentes peneiras (Tabela 5). A FM favoreceu a formagao
de esclerodios maiores retidos na peneira de malha 4 mm no método
AZ (Tabela 5).

Na peneira de malha 2,5 mm para todos os métodos, ndo houve
diferenca estatistica no que se refere a numero de esclerddios por
grama, independente da presenca ou auséncia de FM (Tabela 5).

Na peneira de malha 1 mm, ficou retido maior nimero de
esclerddios considerados pequenos em todos os métodos. O método
T+P sem presenca de FM teve a tendéncia de produzir menor niimero
de esclerédios por grama na malha de Imm, mas ndo diferiu

estatisticamente dos métodos T e AZ (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero de esclerddios por grama de esclerddios retidos nas

peneiras com malha de 4, 2,5 ¢ Imm

Peneiras  Farinha M¢étodos/meios
/malha  de milho T! AZ? T+P AR'  NELSON’
Presenca 15,7 aB 22,3aA 15,5aB 15,3 aB 16 aB
4mm  Auséncia 12,6 aA 10,5bA 13,5aA 0,0bB 0,0 bB
CV (%) 10,53
Presenca 53 aA 53 aA 52aA 523 aA 55 aA
2,5mm Auséncia 53,6 aA 53,5aA 49 aA 0,0 bB 0,0 bB
CV (%) 5,6
Presenca 168,7 aA 160 aAB 133 aB 153 aAB 168 aA
I mm  Auséncia 145 bA 157,5aA 128aA  0,0bB 0,0 bB
CV (%) 6,1

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.

'T: Trigo; *Arroz; *Trigo mais perlita; *Areia; "NELSON

Na Tabela 6 sao apresentados os rendimentos de esclerddios

para cada meio com a presenga ¢ auséncia de FM. Para a peneira de

malha 4 mm o método NELSON apresentou o maior rendimento, com

1,68 esclerodios por grama de meio. Na auséncia de FM, no método

T+P o rendimento foi mantido, como nas varidveis apresentadas

anteriormente. Na peneira com malha 2,5 mm para os métodos AR e

T+P, houve o maior rendimento de esclerddios na presenga e auséncia

de FM, respectivamente. O mesmo fato ocorreu na peneira com malha

I mm, mas na presenga de FM o método AR e NELSON nao

diferiram entre si € na auséncia os métodos T+P ¢ T também foram

semelhante estatisticamente quanto ao rendimento de esclerddios.
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Tabela 6. Massa (g) de esclerodios produzidos por grama de

substrato e retidos nas peneiras com malha 4, 2,5 ¢ Imm

Peneira

imalh Farinha de Métodos/meios
ata milho T! AZ? T+P AR*  NELSON’
4 mm Presenca 0,9 aA 0,2 aC 0,4 bC 0,4 aC 1,7 aA
Auséncia 0,7 aA 0,02 bB 0,9 aA 0,0 bB 0,0 bB
CV (%) 25,9
5 Presenca 4,1 aC 1,9 aD 3,7bC 9,6 aA 6,8 aB
,Smm
Auséncia 4,9 aB 1,7 aC 9 aA 0,0 bD 0,0 bD
CV (%) 11,4
Presenca 3,9bB 2,6 aB 3,2bB 11,1 aA 8,7 aA
1 mm

Auséncia 9.4 aA 4,5 aB 10,3 aA 0,0 CB 0,0 CB
CV (%) 18,8

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
'T: Trigo; *Arroz; *Trigo mais perlita; *Areia; "NELSON

O meio T+P, com graos de trigo misturados com perlita, sem
adicao de FM, descrito por Sansford & Coley-Smith (1992), foi o
melhor para producao de esclerodio do isolado utilizado. Este método
mostrou-se pratico e rapido, sendo que a presenca da perlita facilita a
colheita dos esclerédios. O método selecionado supera a produgdo
total de esclerddios obtidos por Mylchreest & Wheeler (1987), Costa
& Costa (2006) e Berlin et al. (1988) , exceto o proprio método T+P
descrito por Sansford & Coley-Smith (1992) que produziu
independente do tamanho de esclerddios, entre 27 e 42 esclerddios por
grama de trigo dependendo do isolado. Esses dados confirmam os
resultados obtidos por este método que foi o melhor na maioria das
variaveis avaliadas neste experimento. Considerando a producao total
de esclerodios no método T+P, obteve um rendimento de 22

esclerdédios por grama de trigo, independente da malha da peneira.
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Este menor rendimento em relagao ao método original de Sansford &
Coley-Smith (1992) pode ser explicado pela redugdo na quantidade de
perlita e a origem do isolado ser diferente. A perlita grossa, quando
misturada com os graos de trigo deixaram o substrato com maior
aeracdo, com menor densidade, facilitando a colonizagdo do fungo e
posterior formacao de esclerodios.

A diferenca de isolados na capacidade de produzir esclerédios
em diferentes substratos pode ser mais importante do que a fonte
nutricional, pois no trabalho de Sansford & Coley-Smith (1992) houve
incremento de até 52% a mais de alguns isolados em relag¢do a outros
com o mesmo substrato, nas mesmas condi¢coes de incubacido e
ambiente. Alguns isolados produziram até 42 esclerédios por grama
de meio de trigo misturado com perlita grossa (proporcao de 1:2).

Portanto, na literatura existe muita diferenga na capacidade de
producao de esclerodios, pois trata-se de um fungo com alta
variabilidade genética, devido a reprodugdo sexuada.

Quanto a contribuicdo da adicdo de FM, obteve-se diferentes
resultados em funcao dos métodos. Em geral, ndo houve incremento,
ou nao houve diferenca estatistica, entre presenca e auséncia de FM no
rendimento de esclerddios, discordando de Fernandes et al. (1993),
que relatam que a adicdo de fubd favoreceu a formacdo de
esclerddios.

Segundo Nelson et al. (1988), a FM pode ser utilizada na
produgdo de esclerddios. Estes autores obtiveram em média, 11,56
(isolado S12) a 24 (isolado S-1) esclérodios por grama de meio com
tamanho de 4,8 mm a 5,4 mm respectivamente. Esse mesmo método

(NELSON), quando repetido neste experimento, produziu 17
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esclerodios por grama de substrato (FM), mas com tamanho menores,
ficando retidos entre as malhas de peneira de 1 mm e 4,0 mm. Essa
diferenca do método original, pode ter sido influenciada pelas
caracteristicas do isolado utilizado e algum detalhe da metodologia
que nao foi descrita claramente no artigo.

Para o método AZ, com a metodologia de Costa & Costa
(2006), a base de graos de arroz, dificultou a separagdo dos residuos
dos graos de arroz. Em relagdo ao método T+P, houve menor
quantidade de esclerddios retidos em cada malha de peneira, mas
dependendo da disponibilidade de substratos e necessidade de indculo
o método AZ pode ser utilizado para producao de esclerddios.

Outros autores investigaram também a producao de esclerodios
in vitro, com substratos diferentes dos usados nestes ensaios. Nasser et
al. (1995), relatam que liquidificando as colonias puras e distribuindo
o liquido sobre cenouras autoclavadas em bandejas de aluminio,
recobertas com papel-aluminio, obtiveram 112 g de esclerddios em
1,9 kg de cenouras.

Fernandes et al. (1993), avaliaram a producdo de esclerddios
em raizes de cenoura, mandioquinha salsa, peciolo de repolho, alface
e vagem mais batata-dextrose, misturados ou nao com FM. Os
melhores resultados foram com repolho, cenoura, ou mandioquinha
salsa mais farinha de milho adicionados com batata-dextrose,
produzindo 2,6 esclerddios por grama de meio.

Garcia (2008), obteve maior rendimento e numero de
esclerodios nos meios contendo feijdo e girassol, suplementados de
FM. Este mesmo autor concluiu que a produgao de esclerodios pode

ser obtida por diferentes substratos, escolhendo-se de acordo com a



48

disponibilidade dos componentes de preparo, quantidade e praticidade
de obtencao dos esclerddios e o seu custo.

Em geral, os autores citados ndo conseguiram superar 0s
rendimentos do melhor método (T+P), selecionado no presente

trabalho.

4 CONCLUSAO

O meio de cultura mais pratico, que produz esclerédios em
maior nimero, maior tamanho e peso foi no meio T+P, composto por

graos de trigo e perlita grossa sem adicao de FM.
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CAPITULO 11

COMPARACAO DE METODOS PARA INDUCAO DA
GERMINACAO CARPOGENICA DE ESCLERODIOS DE

Sclerotinia sclerotiorum

RICARDO BRUSTOLIN!

RESUMO - O mofo-branco causa danos em varias culturas
suscetiveis de importancia econdmica, dentre elas, a soja, o feijoeiro e
algodoeiro. A obtencdo de indculo e a avaliacdo da viabilidade de
esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum ¢ de fundamental importancia
na conducdo de pesquisas direcionadas ao manejo integrado da
doenca. O objetivo deste trabalho foi identificar o melhor método
para inducdo da germinagao carpogénica de esclerodios para producao
de ascosporos, de um isolado, produzidos em diferentes substratos.
Para isso, foram testados agar-agua e areia de rio saturada com agua
para quantificar a capacidade de favorecer a germinacao carpogénica
de trés tipos de esclerodios: 1) produzidos em meio de cultura BSA, ii)
produzidos em graos de trigo com adi¢cdo de farinha de milho e iii)
produzidos em graos de trigo sem adi¢do de farinha de milho. O
ensaio fatorial foi constituido por seis tratamentos com quatro
repetigdes. Os substratos foram acondicionados em gerboxes. Os

esclerddios foram desinfestados, enxaguados e acondicionados nos

1 Engenheiro Agronomo, mestrando do Programa de Pés-graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragao em Fitopatologia.
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substratos. Os gerboxes foram vedados com parafilme e incubados
em camara climatizada a temperatura de 15°C +2 e fotoperiodo de 12
horas. Decorridos 28 e 32 dias, teve inicio a germinagdo com a
producao de estipes e de apotécios respectivamente. A partir desse
momento, monitorou-se a germinagao e, apos 60 dias, foi realizada a
contagem de  esclerodios  germinados  carpogénicamente,
miceliogénicamente ¢ o numero total de apotécios formado por
unidade experimental e por esclerédio. A areia favoreceu a
germinagdo carpogénica dos esclerodios formados em meio de cultura
de graos de trigo com e sem adicdo de farinha de milho, apresentando
99%, 77% e 21% de esclerédios que formaram pelo menos um

apotécio, respectivamente.

Palavras chaves: soja, Glycine max, mofo-branco, apotécio,

ascosporos, inoculo, produgao

COMPARISON OF METHODS FOR CARPOGENIC
GERMINATION INDUCTION OF Sclerotinia sclerotiorum
SCLEROTIA

ABSTRACT - The white mold causes damage to many susceptible
economic crops, such as, soybean, beans, sunflower, canola, and
cotton. Inoculum production and the evaluation of sclerotia longevity
of Sclerotinia sclerotiorum is of fundamental importance in research
work directed to integrated disease management. The objective of this
study was to identify the best method to induce the sclerotia

carpogenic germination to produce ascospores. Were tested water-agar



51

and river sand saturated with water to promote carpogenic
germination of three sclerotia types: 1) produced in the culture medium
PSA, ii) produced in wheat kernel with the addition of corn flour (CF)
and 1ii) produced in wheat kernels without the addition of corn flour,
in acrylic boxes. The experimental design was a factorial with six
treatments and four replications. The sclerotia were surface sterilized,
rinsed in water and placed on the substrates. Boxes were sealed with
parafilm and incubated in a growth chamber at 15°C + 2 and 12 h
photoperiod. After 28 and 32 days, germination began with the stipe
growth and apothecia formation respectively. Thereafter, the
germination was monitored and after 60 days sclerotia germination,
either for carpogenic and myceliogenic, were counted, and the total
number of apothecia formed per experimental unit and per sclerotia.
Sand saturated with water enhanced carpogenic germination of
sclerotia formed in wheat grain not containing CF, showing 99%, 77%

and 21% of sclerotia that formed at least one apothecium respectively

Keywords: soybean, Glycine max, white mold, apothecia,

ascospores, inoculum production.

1 INTRODUCAO

O mofo-branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum (Ss)
(Lib.) De Bary tem aumentado de ocorréncia em lavouras de soja, no
Brasil.

Os esclerodios podem germinar de duas formas,

micéliogenicamente  (PURDY, 1979) e  carpogenicamente
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(SCHWARTZ & STEADMAN, 1989). A producao de ascosporos
depende da formacao de apotécios através da germinagdo carpogenica.
Para isso a dorméncia exdgena dos esclerédios deve ser superada.
(COLEY-SMITH & COOKE, 1971).

A inocula¢do de plantas de soja [Glycine max (L) Merr] com
Ss, em estudos envolvendo o processo infeccioso, requer a produgdo
de ascosporos, a semelhanca do que ocorre naturalmente. Para a
obtencdo de ascosporos € necessaria a germinagdo dos esclerdcios
originando os apotécios. Diversos fatores devem ser satisfeitos para
que ocorra a germinacao destas estruturas de dorméncia. Dentre eles, a
temperatura (CLARKSON et al., 2007), a umidade do solo, a aeragao
a profundidade da sua posicio no perfil do solo (WU & SUBBARAO,
2008) sdo considerados determinantes. A umidade do solo também
tem um efeito significativo sobre germinacdo carpogénica dos
esclerodios (MORRALL, 1977), mas o periodo que o solo permanece
umido para que ocorra a germinagdo carpogénica, varia de acordo
com o isolado, mas em geral, esclerodios recém formados precisam
ser incubados por maior periodo de tempo sob temperaturas amenas e
alta umidade do solo (MILA & YANG, 2008; HUANG & KOZUB,
1994; ABAWI & GROGAN, 1979)

A germinagdo carpogénica ¢ altamente dependente da
disponibilidade de dgua no solo. Pesquisas indicam que a germinagao
pode ocorrer desde condi¢des de solo saturado até relativamente seco,
com tensdo de agua variando de zero a 750 kPa (BOLAND & HALL,
1987; FERRAZ et al., 1999; MORRALL, 1977; PHILLIPS, 1987).
Venette (1998) e Clarkson et al. (2003) relatam que as condigdes

Otimas para formacao de apotécios ocorre quando a umidade do solo
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for superior a 50% da capacidade de campo. Segundo Cook et al.
(1975) embora outros fatores estejam envolvidos, a flutuagdo de
umidade do solo pode ser um estimulo importante para a germinagao.
Boland & Hall (1987) observaram que nas duas semanas que
antecederam a ocorréncia de apotécios no campo, a temperatura do
solo esteve na faixa de 15-30°C e o potencial matricial do solo,
geralmente acima de 5 bars. No campo, essas condigdes podem
ocorrer quando as entrelinhas da cultura do fejjoeiro fechar. O
microclima entre as fileiras de feijdo em pleno desenvolvimento €
menos sujeito a variagdes de temperatura e umidade em comparagdo
ao ambiente externo (NATTI, 1971).

Outros fatores como textura do solo e qualidade da luz também
desempenham papel importante na germinagdo carpogénica ¢
formacao dos apotécios (SINGH & SINGH, 1983; ROUSSEAU et al.,
2006; SUN & YANG, 2000; WILLETTS & WONG, 1980).

Os relatos encontrados na literatura sdo contraditorios quanto o
efeito destes fatores sobre a germinagao carpogénica de esclerodios de
diferentes isolados. As diferencas no potencial de germinacdo dos
esclerodios de diferentes isolados, podem ser explicadas por sua
origem geografica (HUANG & KOZUB, 1994) ou pelos
requerimentos térmicos na qual esclerodios foram formados (HUANG
E KOZUB, 1989).

Para a inducdo da germinagdo carpogénica in Vitro,
objetivando a maior produg¢do de apotécio e ascosporos, deve-se
considerar o substrato que os esclerédios foram formados. Nasser
et.al. (1998) descreveram que esclerddios oriundos de lavoura com

um ano de incubacdo no solo germinam mais rapido e, com um maior
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namero de apotécios do que a produgdo de esclerodios in vitro,
decrescendo em niimero de apotécios ao longo de 60 dias, indicando
que os esclerddios necessitam passar por processo de maturagdo e que
o decréscimo pode ser devido a presenca de contaminantes que
inviabilizam os esclerodios. Estes autores também fazem referéncia de
que esclerddios produzidos em meio contendo farinha de milho, ndo
foi favoravel a germinacdo carpogénica, ou seja, pode ser afetada pela
concentragao de carboidratos do substrato.

Na produgdo de apotécios, os esclerodios devem ser
produzidos em meios com menor concentracdo de carboidratos.
Budge & Whipps (1991), obtiveram o maior numero de apotécios a
partir de esclerédios formados em meios com baixa concentragdo de
sacarose.

O substrato para indu¢do da germinagdo carpogénica do
esclerodios também deve ser considarado, a relatos do uso de agar-
agua (KOSASIH & WILLETTS, 1975; TOMAZINI & REIS, 2005),
arecia umida; (SINGH & SINGH, 1979) ou solo,b, HONDA &
YUNOKI, 1977).

A complexidade do tema ainda se torna mais confusa quando
se considera, na germinacgao carpogénica de esclerddios, o fator efeito
de isolados de diferentes regides geograficas (GARG &
SIVASITHAMPARAM, 2010).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar o melhor
método para inducdo da germinagdo carpogénica de esclerodios para
producdo de ascosporos, a partir de esclerodios produzidos em

diferentes substratos.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na camara climatizada do
Laboratorio de Fitopatologia - Micologia da Faculdade de Agronomia
e Medicina Veterindria da Universidade de Passo Fundo-RS (UPF),
em 2012. Foi testada a eficiéncia da areia e agar agua (A/A) na
indugdo da germinagdo carpogénica de esclerodios produzidos em
diferentes substratos (Tabela 1). O delineamento experimental foi um

fatorial em blocos ao acaso com quatro repeticoes.

Tabela 1. Combinagao dos tratamentos do ensaio bifatorial

Tratamentos Substrato Origem dos esclerodios
1 Areia Trigo com FM'
2 Areia Trigo sem FM
3 Areia BSA’
4 Agar/agua Trigo com FM
5 Agar/agua Trigo sem FM
6 Agar/agua BSA

"FM: farinha de milho; “BSA: batata sacarose agar.

2.1. Obtencéo dos esclerodios

Os esclerodios utilizados foram produzidos a partir de um
1solado monosporico de esclerddios de Ss coletado em plantas de soja
doentes em lavoura no municipio de Coxilha-RS-Brasil.

Os esclerddios foram obtidos utilizando-se meios de cultura
selecionados na literatura e validados no Capitulo 1 desta dissertagao.

Assim, foram utilizados esclerodios formados em: i) grdos de trigo
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com adigao de farinha de milho (FM), ii) graos de trigo sem adi¢do de
FM e iii) os formados em meio de cultura BSA (batata sacarose agar)
que foram coletados de colonias puras com tamanho médio de 4,4
mm x 2,2 mm com um més de idade armazenados em condi¢des de
ambiente no laboratério. Os esclerddios formados em grao de trigo
com e sem adicdo de FM foram utilizados depois de trés meses de
armazenamento em geladeira a 5°C. Foram peneirados e selecionados

os retidos na peneira de malha 2,5 mm.

2.2. Preparos dos substratos para a inducdo da germinacdo

carpogénica de esclerodios

Foram avaliados a areia e 0 A/A como substratos para indugao
da germinagdo carpogenica. Inicialmente, foi preparado 1L de meio
A/A com concentragdo de 1,5% de agar, autoclavado por 20 minutos a
120°C e vertidos 40 mL em caixas de acrilico (gerbox) com tamanho
de 11 x 1lcm e altura de 3,5cm de altura, devidamente esterilizadas
com formol por 2 dias. No mesmo dia foi preparado o tratamento com
areia, utilizadando areia de rio lavada em agua corrente por 10 vezes
para retirar todas as impurezas (argila, matéria organica), seca ao sol
sobre uma lona plastica negra, por trés dias, apos foi peneirada e
selecionada a que passou na peneira com malha de 1mm. A areia foi
transferida para erleynmeyers de capacidade de 1L de volume,
tamponados e autoclavados por 1 hora a 120°C e re-autoclavados ap6s
24 h. Foram depositas 180 gr de areia por unidade experimental
(gerboxes), devidamente esterilizados, seguida da adicdo de 39 mL de

agua destilada e esterilizada (ADE) resultando num potencial
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osmotico de zero. Posteriormente, os esclerodios selecionados
foram desinfestados por cinco minutos em solu¢do de hipoclorito de
sodio na concentra¢do de 1%, enxaguados com ADE, plaqueados 25
por gerbox, e vedados com parafilme de pvc e incubados a 15°C 2,
em camara climatizada com fotoperiodo de 12 horas luz (intensidade

de 5000 lux).

2.3 Avaliagdes

As avaliagdes iniciaram a partir da formag¢ao do primeiro
apotécio. Foi realizada a contagem do numero de apotécios
completamente formados a intervalos de 15 dias, finalizando aos 60
dias de incubagdo. Os dados foram apresentados como percentagem
de germinagdao carpdgenica e miceliogénica, nos diferentes
tratamentos e submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 28 dias apds o plaqueamento houve a emissdao das
primeiras estipes e aos 32 dias surgiram os primeiros apotécios.

Na areia saturada com &gua, houve a maior germinagdo
carpogénica, independentemente das origens dos esclerddios, exceto
para os formados em graos de trigo sem a presenca de FM, onde nao
houve diferenca estatistica entre o substrato de areia e A/A. A
presenca de FM favoreceu a maior percentagem de formacdo de

apotécios na areia e no A/A (Tabela 2), discordando do relato citado
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por Nasser, (1998) que relata que a FM desfavorece a formagao de

apotécios.

Tabela 2 - Germinagéo (%) carpogénica de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum, em fun¢do do substrato onde foram

produzidos e sobre dois substratos

Origem dos esclerddios

Substratos n ; > : 5
MC Trigo com FM Trigo sem FM
Areia A99a B77a C2la
Agar/agua A49D AS57b BSa
CV (%) 23,4

Meédias seguidas por mesmas letras, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
'MC: meio de cultura BSA; 2FM: com e sem presenga de farinha de milho

Nos esclerodios formados em graos de trigo, independente da
utilizagdo de FM na formacdo dos esclerédios, predominou a
germinagdo micéliogenica, ao contrario ocorreu para MC. O A/A
favoreceu também a formacao de micélio. Na areia, os esclerodios
formados em graos de trigo, tanto com e sem presenca de FM,
germinaram em alguns casos nas duas formas, micéliogénica e
carpogénicamente (Tabela 3).

As formas de germinacdo podem ser explicado a partir do
relato de Nelson et al (1988) que avaliaram a germinagdo carpogénica
logo apds a producdo de esclerodios em substrato composto
principalmente por FM, sendo que a germinacdo carpogénica foi
avaliada depois de 5 e 7 meses de armazenamento dos esclerodios do
mesmo isolado, os quais foram pré condicionados por 72 horas em

agua destilada a 4°C. Deduz-se que esclerodios recém formados
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tendem a predominar a germinacdo micéliogenicamente € que se
armazenados por 5 a 7 meses tendem a germinar na forma
carpogénica. De forma semelhante, Nasser et.al. (1998), concluiram
que esclerodios oriundos de lavoura, com um ano de incubagdo,
germinaram mais rapido e, com um maior nimero de apotécios do que
a produgao de esclerddios in vitro.

Desta forma, visando a obtenc¢do de apotécios e diminuindo a
germinagdo micéliogénica, sugere-se novas pesquisas avaliando o
tempo de armazenamento de esclerodios produzidos in vitro, a campo,

em plantas de soja.

Tabela 3 - Germinagdo (%) micéliogénica de esclerodios de
Sclerotinia sclerotiorum, em fun¢do do substrato onde

foram produzidos e sobre dois substratos

Origem dos esclerddios

Substratos 1 - 5 - .
MC Trigo com FM Trigo sem FM
Areia B0,0a A36b A45b
Agar/agua B0,0a A85a A97a
CV (%) 34,7

Médias seguidas por mesmas letras, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
'MC: meio de cultura BSA; “FM: com e sem presenga de farinha de milho

O maior nimero de apotécios por esclerddio ocorreu em areia
com os esclerddios produzidos no substrato de MC e trigo com e sem
presenca de FM, concordando com o relato de Singh & Singh (1979),
que selecionaram a areia como substrato para indu¢do da germinacdo
carpogénica. O trigo com FM formou 1,05 apotécios produzidos em

A/A, superior aos esclerddios do MC e do trigo sem FM (Tabela 4).



60

Tabela 4 - Numero de apotécios por esclerédio de Sclerotinia
sclerotiorum, em func¢do do substrato onde foram

produzidos e sobre dois substratos

Origem dos esclerddios

Substratos . - . - .
MC Trigo com FM Trigo sem FM
Areia AldS5a Al33a B 0,38 a
Agar/agua B0,52b Al1,05a Co,lla
CV (%) 24,01

Meédias seguidas por mesmas letras, maiscula na linha e mintuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
'MC: meio de cultura BSA; ?FM: com e sem presenca de farinha de milho

O numero de apotécios formados por esclerodio oriundos de
MC e de gras de trigo com FM, nao diferem entre si (Tabela 5).

Apesar da germinagdo miceliogénica na areia dos esclerodios
produzidos em graos de trigo com presenga de FM, podem ser
utilizado para obtencdo de apotécios, visto que esta metodologia ndo
necessita de pré condicionamento dos esclerddios, como citado por
Nelson et al. (1988) possibilitou a partir de 32 dias a colheita de
apotécios, tempo inferior ao relatado por outros autores (NELSON et
al., 1988).

Considerando o potencial de produ¢do de ascosporos em um
apotécio, sugere-se o planejamento desde a producao do esclerodio até
a sua germinagao carpogénica, dependendo da demanda de ascosporos

para utilizacao futuras.
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Tabela 5 - Numero total de apotécios formados por unidade
experimental (25 esclerodios) durante 60 dias, em

funcdo do substrato onde foram produzidos e sobre dois

substratos
Origem dos esclerddios
Substratos n - 5 - 5
MC Trigo com FM Trigo sem FM
Areia A36,2a A332a B9,5a
Agar/agua B13,0b A262a C27a
CV (%) 24,01

Meédias seguidas por mesmas letras, maiiscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
'MC: meio de cultura BSA; *FM: com e sem presenca de farinha de milho

4. CONCLUSOES

A areia saturada com agua foi o melhor substrato para induzir
a germinagdo carpogénica dos esclerodios independente do substrato
sobre o qual foram produzidos;

Os esclerddios formados em BSA (MC) e em grios de trigo
suplementado com FM, produzem o maior nimero de apotécios a

partir de 32 dias de incubagao;
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CAPITULO 111

LONGEVIDADE DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia
sclerotiorum NA SUPERFICIE DO SOLO EM CONDICOES DE
CAMPO

RICARDO BRUSTOLIN!

RESUMO - Em experimento conduzido no campo quantificou-se o
periodo de viabilidade de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum (Ss).
Esclerddios naturalmente produzidos em plantas de soja por Ss foram
coletados numa maquina de pré-limpeza. Separaram-se apenas aqueles
produzidos dentro da medula das plantas € com tamanho semelhante,
medindo aproximadamente 8 mm de comprimento ¢ 1,9 mm de
diametro. Cinquenta esclerdcios foram colocados em cada recipiente
feito com tela de nylon branca, malha de 0,25 mm e medindo 25 x 25
cm. Posicionaram-se na superficie do solo 80 recipientes, simulando o
plantio direto, sendo que mensalmente foram removidos quatro
recipientes e trazidos ao laboratorio. O solo aderido foi removido das
embalagens com jato d’agua e os esclerddios submetidos a assepsia
com hipoclorito de sédio a 1% por 5 minutos e postos a germinar em
areia de rio, lavada e esterilizada acondicionada em gerboxes, os quais
foram incubados em cémara de crescimento a 15°C+2 e fotoperiodo

de 12 horas. Os esclerddios na superficie perderam a viabilidade em

1 Engenheiro Agronomo, mestrando do Programa de Pds-graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragao em Fitopatologia.
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12 meses. Conclui-se que sob plantio direto os esclerddios perderam a
viabilidade num periodo de tempo menor do que os citados na
literatura e que a densidade de indculo de Ss pode ser reduzida pela

rotagdo de culturas.

Palavras chaves: sobrevivéncia, estrutura de repouso, mofo-branco,

soja, Glycine max.

LONGEVITY OF Sclerotinia sclerotiorum SCLEROTIA ON THE
SOIL SURFACE UNDER FIELD CONDITIONS

ABSTRACT - In an experiment conducted in the field the longevity
of Sclerotinia sclerotiorum (Ss) sclerotia was quantified. Naturally
sclerotia produced in soybean plants were collected in a pre-cleaning
machine. Only those produced within the plant pith with similar size,
measuring approximately 8 mm long and 1.9 mm in diameter were
selected. Fifty sclerotia were placed in each container made of a nylon
white mesh of 0.25 mm and measuring 25 x 25 cm. Eighty container
were positioned on the soil surface, simulating zero tillage, and at
monthly interval, four containers were brought to the laboratory. The
soil was removed with water jet and the clean sclerotia were surface
sterilized with sodium hypochlorite 1%, for 5 minutes. They were
induced to germinate on river sand saturated with water in sterile
acrylic boxes and incubated in a growth chamber at 15°C =2 and 12 h
photoperiod. The sclerotia lost viability in 12 months. It was
concluded that under no till the sclerotia can lost viability within a

shorter time than those reported in the literature and the Ss inoculum
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density can be reduced by crop rotation/succession with nonsuscetible

plant species.

Keywords: survival, resting structure, white mold, soybean, Glycine

max.

1. INTRODUCAO

No Brasil, a area de soja [Glycine max (L.) Merr.] atacada por
mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary
(Ss), segundo Meyer' é de aproximadamente 6,3 milhdes ha
(informacgao verbal, 2012).

O mofo-branco ¢ considerada uma das doencas mais
destrutivas. A fun¢do de danos na soja, uma média de nove
experimentos, foi de R = 1.000 - 6,7 I (R = rendimento normalizado
para 1.000 kg / ha e i = incidéncia em plantas) (REIS et al., 2011).

O esclerodio ¢ um agregado de hifas com o exterior preto
formando uma casca com varias células de melanina, importante na
protecao em condi¢des adversas e de degradacdo microbiana de
muitos fungos (BELL & WHEELER, 1986; HENSON et al., 1999).
Por isso, desempenham um papel importante no ciclo da doenga,
sendo as principais estruturas de sobrevivéncia a longo prazo
(WILLETTSE & WONG, 1980).

A longevidade dos esclerodios ¢ muito variavel de acordo com

'"MEYER, M. (Embrapa Soja - Londrina/PR)
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os diferentes autores. Davis (1925) verificou que esclerddios Ss
proximos a superficie, ndo permanecem viaveis por mais de um ano;
podem permanecer viavel de trés a cinco anos (MCLEAN, 1958;
SHWARTZ & STEADMAN, 1978); no minimo dois anos (COLEY-
SMIITH & COOKE, 1971); no minimo por trés anos (COOK et al.,
1975); até oito anos quando no solo (ADAMS & AYERS, 1979); 11
anos (GORGEN et al., 2010; LEITE, 2005).

O periodo de sobrevivéncia de esclerddios de Ss no solo, em
condi¢des de campo, segundo Reis & Tomazini (2005), varia com a
sua profundidade. Esclerddios apresentaram maior viabilidade quando
enterrados a 10 cm do que aqueles mantidos na superficie do solo. O
decréscimo da viabilidade mensal pode ser representada pelas
equacdes y= -2,5086x + 96,205 (R* =0,97), y=-6,0719x + 82785 (R*=
0,99) respectivamente.

Na literatura as informagdes sobre o periodo de longevidade
sdo muito confusas. Na maioria do trabalhos a metodologia ndo esta
bem descrita, dificultando a comparagao entre os diferentes situagdes
de ambiente. Assim, para esclarecer sobre a longevidade dos
esclerodios nas condigdes edafoclimaticas de Passo Fundo/RS,
objetivo deste trabalho foi determinar o tempo necessario para que
esclerddios de Ss perdessem por completo a viabilidade na superficie
do solo, em condi¢des de campo, simulando o sistema de plantio

direto na palha.
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2. MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido entre abril de 2011 e junho de 2012 no
campo experimental da Universidade de Fundo com altitude de 705 m
acima do nivel do mar (anm). Os esclerddios foram obtidos de plantas
de soja em uma lavoura comercial, onde foram coletados em um
equipamento de pré-limpeza. Esclerddios com tamanho médio de 8,02
mm x 1,95 mm foram selecionados, para uso no trabalho.

Cinquenta esclerodios foram introduzidos em cada recipientes
feito com malha de nylon de 0,25mm e medindo 25 x 25 cm. Um total
de 80 recipiente foram preparados.

Em abril de 2011 os recipientes foram levados para o campo e
colocados sobre a superficie do solo, sob residuos da soja logo apds a
colheita, simulando o sistema de plantio direto na palha. Os
recipientes foram fixados com grampos de arame. No inverno, a area
foi cultivada com aveia preta (Avena strigosa Schreb), seguida de soja
no verdo, observando-se a sequéncia de soja/aveia/soja. Na
semeadura, os recipientes foram retirados e imediatamente apos foram
realocados e colocados novamente os residuos vegetais sobre os
mesmos. No cultivo da soja apds a aveia preta, seguiu-se 0 mesmo
procedimento, e posteriormente as embalagens ficaram entre as linhas
de soja, nas condi¢cdes ambientais do dossel das plantas de soja,
simulando uma lavoura normal.

Em intervalos mensais, quatro sacos (repeticdes) foram
retirados do campo. No laboratorio, eles foram lavados com jatos de
agua, retirados os esclerodios do recipiente, desinfestados por cinco

minutos em solugdo de hipoclorito de s6dio na concentragdo de 1%,
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enxaguados com ADE e plaqueados 25 esclerédios por gerbox
previamente desinfestado. Em cada gerbox foi adicionado 180 gr de
areia de rio, lavada, peneirada (peneira com malha de Imm),
esterilizada e saturada através da adicao de 39 mL de 4gua destilada e
esterilizada (ADE), resultando num potencial osmotico de zero.
Posteriormente os gerboxes foram vedados com parafilme de pvc e
incubados a 15°C £2, em camara climatizada com fotoperiodo de 12
horas luz.

Considerou-se germinado aquele que formou apotécio em um
periodo méaximo de 60 dias.

O delineamento foi em blocos ao acaso ¢ os dados foram

submetidos a analise de regressdo linear.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os esclerddios na superficie do solo perderam a viabilidade
em 12 meses nas condi¢des edafoclimaticas de Passo Fundo (Figura
1). Este periodo de tempo € necessario para eliminar o indculo de Ss
na superficie do solo, gerando informag¢do de quanto tempo uma
cultura suscetivel pode voltar a ser cultivados na area anteriormente
infestada. Saber a longevidade dos esclerddios, ¢ importante para
determinar o periodo de rotacdo, ou o periodo entre o cultivo de
hospedeiros suscetiveis na area para controle de Ss.

Com o passar do tempo, houve um declinio linear da
viabilidade dos esclerdédios. No momento de cada coleta, observou-se
que a maior parte dos esclerédios havia germinado, enquanto alguns,

ainda permaneciam dormentes, rigidos sem a emissao da estipe.
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Ap6s 12 meses, em 16 de junho de 2012, a viabilidade de
esclerodios, chegou a zero (Figura. 1) tempo menor do que algumas
referéncias (MCLEAN, 1958; COLEY-SMITH & COOKE, 1971;
COOK et al., 1975; SHWARTZ & STEADMAN, 1978; ADAMS &
AYERS, 1979; STEADAMAN, 1983; LEITE, 2005; GORGEN et al
2010), mas esse dados foram semelhante ao relato de Davis (1925) e

de Reis & Tomazini (2005).

100 y = -7,9225x + 85,244

® 93 rZ= 0‘90
90 p< 0,01

80
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10 A

Viabilidade (%)

Tempo (meses)

Figura 1. Longevidade (meses) de esclerodios de Sclerotinia
sclerotiorum na superficie do solo em condigoes
naturais. Cada ponto representa a média de quatro

repeticoes.

Com a germinacgdo carpogénica ¢ reduzida a densidade de
esclerodios no solo. Ferraz et al. (1999) estimularam a germinagdo por
meio da cobertura do solo como com a Brachiaria ao fornecer

umidade suficiente para a sua germinagao.
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Outra alternativa para reduzir a densidade de esclerodio no
solo pode ser a rotagdo de culturas com as culturas ndo suscetiveis
como as gramineas, durante um periodo de tempo no qual ocorra a
germinagdo de todos esclerddios no banco do solo. Este periodo foi
determinado por Reis & Tomazini (2005) e confirmada no presente
trabalho. Diversos fatores estdo envolvidos na germinacdo de
esclerddios. Segundo ABAWI & GROGAN (1979), o teor de 4gua no
solo, a temperatura e a luz sdo considerados os fatores mais
importantes para a germinagdo carpogénica (Producdo de apotécios)
de esclerodios de Ss. A faixa de temperatura 6tima a sua produgdo ¢
de 12 — 18°C (SUN & YANG, 2000). Ferraz et al. (1999) relataram
que o teor de umidade do solo e freqiiéncia de irrigagdo, afetam
diretamente a germinagdo carpogénica.

Na Tabela 1 ¢ apresentada as condigdes ambientais ocorrentes
na UPF durante o experimento e foi constatado precipitagdao pluvial
abaixo da normal de setembro de 2011 a abril de 2012 quando o
ensaio foi finalizado.

Com isso pode-se deduzir que a perda da viabilidade poderia
ter sido menor que 12 meses, caso nao tivesse ocorrido a estiagem no
local do ensaio. Deduz-se que a precipitagdo pluvial pode esta
diretamente relacionada com o teor ¢ a duracdo da umidade do solo e
consequentemente com a germinagdo carpogénica. Pesquisas indicam
que a germinagdo pode ocorrer desde condi¢des de solo saturado até
relativamente seco, com tensdo de agua variando de zero a 750 kPa
(BOLAND & HALL, 1987; FERRAZ et al., 1999; MORRALL, 1977,
PHILLIPS, 1987).
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Venette (1998) e Clarkson et al. (2003) relatam que as
condi¢des Otimas para formacdo de apotécios ocorre quando a
umidade do solo for superior a 50% da capacidade de campo. Segundo
Cook et al. (1975) embora outros fatores estejam envolvidos, a
flutuacdo de umidade do solo pode ser um estimulo importante para a
sua germinagao.

Boland & Hall (1987) observaram que nas duas semanas que
antecederam a ocorréncia de apotécios no campo, a temperatura do
solo esteve na faixa de 15-30°C e o potencial matricial do solo,
geralmente acima de 5 bars.

Ferraz et al. (1999) mencionam que a doenga causada por Ss
no feijao, foi menor no plantio direto do que no preparo convencional
e discutem a possibilidade do desempenho da palha como uma
barreira fisica para a disseminagao de ascosporos. Além disso, outros
mecanismos podem estar envolvidos com a viabilidade de esclerddios
em um curto intervalo de tempo sob plantio direto, como a

supressividade do solo.
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Tabela 1 - Registro das varidveis ambientais durante a condugdo do

experimento
Precipitagao
Temperatura média  Precipitag¢@o pluvial  pluvial (mm)
Meses/ano (o) (mm) (média ultimos 8

anos)
Abr-11 18,4 108,8 165,0
Mai-11 14,1 137,1 170,5
Jun-11 11,4 226,7 163,4
Jul-11 12,4 340,0 172,9
Ago-11 13,3 253,9 138,0
Set-11 15,4 47,3 189,7
Out-11 18,3 194,7 2253
Nov-11 20,2 77,1 183,4
Dez-11 21,2 91,2 151,7
Jan-12 22,1 105,2 136,1
Fev-12 23,6 86,0 142,3
Mar-12 20,7 114,5 1223
Abr-12 20,5 23,2 165,0
Média/total 17,8 1805,7 2125,6

A viabilidade das estruturas de repouso no solo pode ser
afetada por vdarios fatores, incluindo o teor de agua do solo,
profundidade no solo, alternancia do molhamento e secagem, (DAVIS
et al. 1997). Além destes, as estruturas de repouso necessitam de luz
como um estimulo para a germinagdo como citado por Sun & Yang
(2000) e confirmado por Reis & Tomazini (2005) ao discutirem que
no plantio direto ficam mais expostos a luz enquanto que os
enterrados nao.

No presente experimento, ¢ no realizado por de Reis &
Tomazini (2005), a germinacdo ocorreu na auséncia de hospedeiro,
evidenciando que provavelmente ndo requerem estimulo do

hospedeiro suscetivel, mas sim de estimulos do ambiente.
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De forma semelhante ao banco de sementes de ervas daninhas
no solo, termo que tem sido usado para descrever o montante de
sementes viaveis e outras estruturas de propagacdo presentes no solo,
que representam um papel ecoldgico importante no suprimento de
novos individuos para as comunidades vegetais ao longo do tempo
(CARMONA, 1992), pode-se inferir também da existéncia de um
banco de esclerddios de Ss no solo.

O esclerodios sdao produzidos por todos os hospedeiros
suscetiveis no inverno, primavera € verdo. Assim, sempre €
constantemente, germinam, formando apotécios e infectando plantas
suscetiveis, causando doenc¢a e formando novamente os esclerddios,
cumprindo a sua fun¢do bioldgica. No momento da colheita das
espécies cultivadas, ou senescéncia de ervas daninhas, caem no solo, e
novamente a densidade de indculo ¢ aumentada ou substituida, que
tinha sedo reduzida desde a colheita de culturas suscetiveis. Se ndo
houver reposicdo, a densidade dos esclerddios ¢ reduzida e o banco
pode chegar a zero na superficie do solo.

As doengas causadas por Ss sdo considerados de dificil
controle porque o fungo pode permanecer viavel no solo por até 8
anos (ADAMS & AYERS, 1979), e, por conseguinte, ndo seria
controlada pela rotagdo de culturas por um periodo de tempo menor.

Diante dos dados aqui obtidos, confirmando os de Reis &
Tomazini (2005), se pode inferir que ha potencial de
reducdo/eliminacdo do banco de esclerédios de Ss no solo, pela

rotagdo/sucessdo de culturas com espécies nao suscetiveis.
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4. CONCLUSAO

Os esclerddios de Ss perdem a viabilidade na superficie do
solo, em condi¢des de campo, simulando o plantio direto, num

periodo de tempo de 12 meses.
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CAPITULO IV

SEMENTES DE SOJA INFECTADAS POR Sclerotinia
sclerotiorum: FONTE DE INOCULO E TRANSMISSAO

RICARDO BRUSTOLIN!

RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram (i) identificar uma
metodologia para a inoculagdo artificial de sementes de soja com
Sclerotinia sclerotiorum (Ss), (ii) descrever o processo de transmissao
do in6culo da semente para os drgdos aéreos por via lesdo cotiledonar
e (iii) verificar a ocorréncia da produgdo de esclerddios no processo de
transmissdo. Para isso necessitou-se obter sementes infectadas para
testar as hipdteses do trabalho. Assim, foi realizado um experimento
com quatro tempos de exposi¢ao (12, 24, 36 e 48 horas) das sementes
de soja ao micélio de Ss. Foi utilizado um isolado monosporico do
fungo do municipio de Coxilha/RS (CX). As sementes de cada
tratamento foram distribuidas em quatro repetigdes e retiradas nos
tempos estabelecidos, secadas e plaqueadas, 125 sementes por
tratamento, em cinco gerbox contendo meio de NEON-S para
deteccdo de Ss. Foi avaliada a incidéncia de Ss e a germinacdo das
sementes. Com essa metodologia foi infectada sementes de soja para
os experimentos de transmissdo conduzido em ambiente controlado e

no campo. No ambiente controlado apds cinco dias, as infectadas e

1 Engenheiro Agronomo, mestrando do Programa de Pés-graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia.
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nao infectadas foram semeadas em solo e avaliada a emergéncia de
plantulas, a transmissdo para os cotilédones (lesdes) e a formacao de
esclerédios nas sementes que ndo germinaram. Os cotilédones das
plantulas emergidas a partir das sementes infectadas foram retirados
das plantulas e colocados em camara umida e observada a formagado
de esclerddios. No processo de infecgdo artificial para obter sementes
de soja infectadas com germinacdo de sementes de soja acima de 60%
foi selecionado o tempo de 48 horas de exposi¢do sobre o micélio do
fungo. A partir dessas sementes infectadas comprovou-se que as nao
germinadas apodrecem e podem formar até 2,18 esclerddios por
semente € no campo nao houve a formacao devido o deficit hidrico
ocorrido. Tanto em camara de crescimento como no campo, ndo foi
comprovada a transmissdo via lesdo cotiledonar. Os esclerodios
formados a partir de sementes infectadas e mortas, podem constituir-

se em fonte de indculo primario em lavouras.

Palavras chaves: patologia de sementes, transmissdo, mofo-branco,

Glycine max

SOYBEAN SEED INFECTED BY Sclerotinia sclerotiorum:
INOCULUM SOURCE AND TRANSMISSION

ABSTRACT - The objectives of this work were to: (i) identify a
method for artificial inoculation of soybean seeds with Sclerotinia
sclerotiorum (Ss); (ii) describe the transmission process of seed
inoculum to aerial organs via cotyledonary lesions; ( iii) determine the
occurrence of sclerotia production in the transmission process.

Artificially inoculated soybean seeds were obtained by four exposure
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times (12, 24, 36 and 48 hours) of soybean seeds to Ss mycelium. A
monosporic isolate from Coxilha, RS county, was used. The seeds
were divided into four replicatios and taken at the appointed times,
dried and plated 125 seeds per treatment in five acrylic boxes
containing NEON-SE medium for the detection of Ss. The Ss
incidence and seed germination were evaluated. With this
methodology soybean seeds were infected and wused in the
transmission experiments conducted in a controlled environment and
in the field. In the controlled environment after five days, the infected
and uninfected seeds were sown in soil and evaluated seedling
emergence, transmission to the cotyledons (lesion presence) and the
sclerotia formation by the non germinated seeds. The cotyledons from
infected seeds were removed from seedlings and placed in a moist
chamber and observed the sclerotia formation. Artificial infected
soybean seed with germination over 60% were selected as the
exposure time under 48 hours to the fungus mycelium. From these
infected and non germinated seeds up to 2.18 sclerotia per seed were
formed and in the field was not formed due to the drought. In both
growth chamber and in the field was not sees the transmission via
cotyledonary lesions. The sclerotia formed from infected dead seeds,

can be an inoculum source.

Keywords: seed pathology, transmission, white mold, Glycine max
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1. INTRODUCAO

O aumento da 4area infestada e os danos causados pelo mofo-
branco na cultura da soja, no Brasil, preocupa o agronegocio. Varias
pesquisas apontam como a principal estratégia, no momento, o
controle quimico da doenca. No entanto, ¢ necessdrio ampliar o
conhecimento do ciclo desta doenga na procura de fases vulneraveis a
outras taticas de controle de modo a viabilizar o seu manejo integrado
(MID).

A semente ¢ um veiculo importante na disseminagdo de
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary (Ss) contendo internamente ¢
externamente o micélio dormente ou, também, podendo estar como
esclerddios entre as sementes. Na literatura ha poucas informacdes
sobre a transmissao semente/plantula deste patogeno e a possibilidade
de sua introdu¢ao em areas livres.

A presenca do micélio de Ss, infectando internamente a
semente tem sido citada por alguns autores (YANG et al., 1998) ou
infestada com micélio ou esclerdédios externamente (ZAMBOLIM,
2005).

Tem sido timidamente afirmado que este patdégeno ¢
transmitido por sementes. Neste sentido, Hoffman et al. (1998),
estudando a qualidade de sementes de soja produzidas em campos
infestados pelo patégeno Ss, detectaram incidéncias em plantas de 0 a
95%, em lavouras, e de 0,3 a 0,7% de sementes infectadas. Do que se
pode deduzir que em lavouras com alta incidéncia da doenca em

plantas, a incidéncia em sementes ¢ baixa.
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Diante da necessidade de se quantificar a importancia da
disseminagdo de Ss via sementes infectadas, ¢ necessario o
aprimoramento dos métodos para a sua deteccao.

Segundo as regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009),
existem varios métodos para deteccdo de Ss em sementes, com
variagdes na sensibilidade, reprodutibilidade, economicidade e rapidez
de resultados. O método recomendado pelas Regras (BRASIL, 2009),
e o mais utilizado rotineiramente pelos laboratérios de analise de
sementes ¢ o de papel de filtro. Outro método recomendado pelas
Regras (BRASIL, 2009), ¢ o de rolo de papel modificado, onde ¢
detectada a semente que evidenciam a presenga de micélio algodonoso
e com formagdo de esclerddios (PARISI et al., 2006). E por fim, o
método mais recente recomendado pelas Regras, o método Neon,
descrito originalmente por Steadman et al. (1994) e Nasser et al.
(1995). O método Neon passou a ser chamado de Neon-S a partir da
modificacdo proposta por Napoledo et al. (2006), que excluiu o ajuste
do pH do meio. O principio deste meio € a producao de acido oxalico,
pelo micélio do fungo, que reage com o indicador de pH do meio (azul
de bromofenol) passando de azul para amarelo, formando um halo
amarelado em volta das sementes colonizadas por Ss. Mas € preciso o
emprego de lupa para confirmar através das estruturas de Ss, a sua
presenca sobre as sementes, pois ha outros fungos que produzem
dcidos (NAPOLEAO et al., 2006).

As dificuldades de obter sementes com diferentes incidéncias
naturais por fungos necrotroficos, como Ss, tem retardada a
comprovagdo de que as sementes infectadas podem introduzir o fungo

nas areas de cultivo, como ocorre com outros fungos necrotroficos de
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orgaos aéreos (REIS & CASA, 1996; PINTO, 1996; ZAMBOLIM et
al., 2000).

Por isso, a inoculacdo de sementes torna-se uma ferramenta
util para o desenvolvimento de trabalhos de pesquisa em patologia de
sementes. A inoculacdo deve garantir a reproducao da sintomatologia
da doenga e ainda possibilitar a sua aplicacdo em estudos de detec¢ao
(TANAKA & MENTEN, 1991), transmissdo semente-plantula,
controle e, principalmente, a quantificagdo do impacto do in6culo na
semente transmitido aos Orgdos aéreos, no desenvolvimento de
epidemias em Orgaos aéreos a partir desta fonte de inoculo.

Comprovar cientificamente a incidéncia em sementes € a
transmissdo do inoculo para os Orgdos aéreos, resultando na
introdugdo do fungo em novas areas de cultivo, ¢ um desfio que, uma
vez comprovado, pode contribuir para a conscientizagdo da
necessidade de se produzir sementes indenes de fitopatogenos, ou de
se desenvolver método para sua erradicacdo. Os dados gerados
poderdo ser subsidios importantes no estabelecimento de padrdes
sanitarios de sementes de soja.

Os objetivos deste trabalho foram, (i) identificar uma
metodologia pratica, rapida e de baixo custo, para a inoculagdo
artificial de sementes de soja com Ss, (ii) descrever o processo de
transmissdao do indculo da semente para os 6rgdos aéreos via de lesao
cotiledonar e (iii) determinar se ocorre a producdo de esclerddios no

Processo.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de
Fitopatologia - Micologia, em camara climatizada e no campo
experimental da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
UPF (Universidade de Passo Fundo) entre mar¢o de 2011 e margo de
2012.

2.1 Isolamento monospérico de Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerddios de Ss presentes na superficie do solo, apds a
colheita da soja em uma lavoura no municipio Coxilha-RS-Brasil
(CX), foram coletados e trazidos ao laboratério. As estruturas de
repouso foram desinfetadas com uma solugdo aquosa de hipoclorito de
sodio a 1% por cinco minutos e lavados com dagua destilada e
esterilizada (ADE). As estruturas foram acondicionadas em gerbox
(caixas de acrilico 11 x 11cm e 3,5 cm de altura) contendo areia de
rio, lavada, esterilizada e saturada com agua esterilizada até atingir o
potencial osmotico de zero (capacidade de campo), para inducdo da
germinagdo. Posteriormente, foram colocados em camara climatizada
na temperatura de 15°C+2, com fotoperiodo de 12 horas por 40 dias.
A fonte de luz foi constituida por lampadas fluorescentes distantes a
20 cm dos gerbox. Apds a germinagado, os apotécios foram removidos
pelo corte das estipes com tesoura e pinga esterilizada. O material foi
transferido para um cadinho (marca Chiarotti/Maua (0,060 mL),
contendo 3 mL de ADE e macerados com o pistilo. Posteriormente,

foi adicionado 100 mL de ADE ao macerado, coado com um pano de
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voal de ceda e a concentragao ajustada para 3.000 ascosporos viaveis
/mL. Desta suspensdo foi vertido 300 puL por placas placa de petri
plasticas de 60 mm de diametro contendo agua-agar. Apds seis horas
no escuro a temperatura de 21°C+2 , foi realizado o isolamento
monosporico (vide capitulo 1), obtendo coldnias puras de cada
isolado. Discos de 6 mm de diametro foram retirados das colonias
puras e transferidos para tubos de ensaio (N° 9820) contendo graos de
trigo esterilizados. Apds a colonizagdo dos graos, foram armazenados

em refrigerador a 5°C para uso posterior.

2.2 1 Inoculacdo artificial de sementes de soja e incidéncia da

infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum

Foram avaliados quatro tempos de exposi¢ao das sementes
depositadas sobre o micélio de Ss: 12, 24, 36 e 48 horas. Inicialmente,
foi transferido fragmentos da estrutura do isolado de CX em 16 placas
de Petri esterilizadas, com 84 mm de diametro, contendo meio BSA
(200g de batata, 12g de agar e 20g de sacarose, 1.000 mL de agua
destilada). Com sete dias de idade iniciou a formacao de esclerodios.
Neste momento, foi adicionado em cada placa sobre o micélio, 80
sementes de soja da cultivar BMX Ativa com 92% de poder
germinativo, sem desinfesta¢do, obtidas de lavouras de producgdo de
semente basica. As placas foram fechadas e lacradas com para filme
PVC e incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Apoés
completar o tempo de cada tratamento, as sementes de quatro placas
(320 sementes) foram removidas e secadas por 72 horas em condi¢des

de ambiente. Concluida a secagem, foi determinada a incidéncia da
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infecc¢do para cada tempo de exposi¢do. Para isso, 25 sementes foram
desinfestadas por um minuto com hipoclorito de so6dio na
concentragdo de 1%, lavadas com agua destilada e plaqueadas em
gerbox contendo meio de NEON-S descrito por Napoledo et al.
(2006), sem a adigdo do acido livre 2,4-D. Na avaliagdo, foi
determinado a germinacdo, onde foi considerada germinada a semente
que emitiu a radicula e tocou o meio de cultura e a incidéncia do
fungo nas sementes. A semente que estava infectada foi indicada pelo
meio de Neon-S, onde o azul do meio passou para o amarelo,
indicando a presenca do micélio de Ss.

O delineamento experimental foi em blocos ao a caso com
cinco repeticdes e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

2.3 Inoculacdo de sementes para avaliacdo da transmisséo

semente-plantula

Foi utilizado o isolado CX tomado da micoteca e transferido
para 25 placas de Petri de 84 mm de didmetro contendo meio BSA .
Ap6s 12 dias de idade de crescimento do isolado, foi colocado na
superficie das colonias 90 sementes de soja da cultivar BMX Ativa
com poder germinativo de 92%, sem desinfestacdo, obtidas de
lavouras de producdo de semente basica sem historico de ocorréncia
de mofo branco, totalizando 2000 sementes. As sementes ficaram
expostas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas por 48

horas (tempo selecionado do ensaio descrito anteriormente. ApoOs as
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sementes foram secas em camara climatizada a temperatura de 25°C e

fotoperiodo de 12 horas por 72 horas.

2.4 Transmissao semente-plantula em ambiente controlado

A transmissdo foi avaliada em camara climatizada. Para isso,
apos a secagem das sementes inoculadas, foram desinfestadas por um
minuto com hipoclorito de sddio na concentragdo de 1% e lavadas
com ADE. As sementes foram colocadas sobre papel toalha
esterilizado e separada as sementes que soltaram ou ndo o tegumento.
As que ndo soltaram o tegumento foram separadas e plaqueadas 600
sementes em 30 gerboxes de acrilico contendo meio de NEON-S.

As avaliagdes iniciaram a partir do segundo até o sexto dia.
Durante este intervalo, as sementes que apresentavam inicio de halo
amarelado e os primeiros sinais da estrutura (micélio) de Ss foram
retiradas com uma pinga e imediatamente semeadas, na profundidade
de 2 cm, em copos de plastico (volume 500mL) contendo solo. No
sexto dia, obteve-se 68 sementes infectadas que foram divididas em
quatro repetigdes, compostas por 17 vasos cada uma. A posi¢ao de
cada semente infectada, em cada vaso, foi marcada com um palito de
dente. As sementes que ndo apresentaram o halo amarelado, foram
consideradas ndo infectadas e utilizada como testemunhas, e semeadas
nos vasos nas mesmas condicdes e quantidades das sementes
infectadas. Os vasos foram mantidos em camara climatizada a 22°C ¢
fotoperiodo de 12 horas. O solo foi mantido imido, suficiente para
emergéncia das plantulas. Apos 14 dias foi avaliado os dois

tratamentos (testemunha e sementes infectadas), quantificando o
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numero de plantulas normais emergidas, emergidas com lesdo
cotiledonar e as ndo emergidas. As sementes ndo emergidas foram
removidas do solo e quantificado o niimero de esclerddios formados.
Os cotilédones com lesdo em ambos os tratamentos, foram coletados,
desinfestados em solugdo de hipoclorito de soédio a 1%, lavados com
ADE e submetidos a camara Umida, para posterior avaliagdo da
presenca de sinais de Ss sobre as lesoes.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

2.5 Transmissao semente-plantula no campo

Para testar a hipotese que a semente infectada introduz Ss nas
lavouras, foram semeadas no campo as sementes infectadas pelo
método de exposicdo de sementes sobre o micélio. Foram  utilizadas
sementes de soja da cultivar BMX Ativa infectadas, do mesmo lote
usado para a avaliacdo da transmissdo em ambiente controlado. As
sementes apresentavam 11,3% de incidéncia de Ss.

Devido a estiagem ocorrida na regido de Passo Fundo/RS, com
precipitacdo abaixo do normal, o ensaio foi instalado, no dia
28/02/2012 (Tabela 1). Posteriormente a semeadura, a estiagem
continuou predominando no local do ensaio. Foram avaliados dois
tratamentos, semente infectada e sementes ndo infectadas. Para cada
tratamento foram semeadas quatro linhas contendo 100 sementes,
sendo que cada linha constituiu uma repeticdo. As sementes foram
desinfestadas em solucdo de hipoclorito na concentragdo de 1%

lavadas, selecionadas as sementes com tegumento aderido e colocadas
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a profundidade de 3 cm e distanciadas 7 cm uma da outra. Todas as
sementes foram identificadas com estacas de 25 mm de altura e 3,5
mm de didmetro. Finalmente, foi realizada uma irrigacdo com agua,
totalizando 5 L/m’. A avaliacdo foram realizadas 15 dias apds a
semeadura. Foram avaliados a emergéncia de plantulas, a presenca de
lesdes cotiledonares e das ndo emergidas foi contado o niimero de
esclerddios formados.

Os dados foram submetidos a uma analise descritiva,
comprovando ou ndo a transmissdo deste patdgeno via sementes

infectadas artificialmente.

Tabela 1 - Registro das varidveis ambientais durante a condugdo do

experimento
Precipitagdo
Temperatura média  Precipitag¢@o pluvial ~ pluvial (mm)
Meses/ano (C°) (mm) (média dltimos 8

anos)
Abr-11 18,4 108,8 165,0
Mai-11 14,1 137,1 170,5
Jun-11 11,4 226,7 163,4
Jul-11 12,4 340,0 172,9
Ago-11 13,3 253,9 138,0
Set-11 154 47,3 189,7
Out-11 18,3 194,7 2253
Nov-11 20,2 77,1 183,4
Dez-11 21,2 91,2 151,7
Jan-12 22,1 105,2 136,1
Fev-12 23,6 86,0 1423
Mar-12 20,7 114,5 1223
Abr-12 20,5 23,2 165,0

Média/total 17,8 1805,7 2125,6
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inoculagdo artificial de sementes de soja e incidéncia da

infeccéo por Sclerotinia sclerotiorum

O método de infec¢do de sementes de soja pelo contato direto
da semente com micélio do fungo mostrou-se eficiente para gerar
gradiente de infeccdo. Os tratamentos de 24, 36 e 48 horas de
exposi¢do ao micélio do fungo, foram eficientes para infectar
sementes de soja com diferentes incidéncias (Figura 1). Estes dados
foram diferentes dos obtidos por Santos (1995) e Albuquerque (2000)
que ndo tiveram sucesso infectando sementes em contato com a
colonia do fungo, desenvolvida em meios de cultura, como os meios
agarizados. Tanaka & Menten (1991) e Machado et al. (2001),
discutem que por este método, os fungos ficam, em sua maioria,
aderidos ao tegumento das sementes, dessa maneira o processo de
infec¢do nao ¢ assegurado, em niveis satisfatorios, mas sim apenas a
contaminagdo superficial das sementes. Machado et al. (2001), citam
que sem hidratacdo das sementes ndo ocorre a sua infeccdo por
fungos. Além disso, outro fator limitante ¢ o tempo de exposi¢do das
sementes a colonia do fungo, visto que as sementes podem iniciar o
processo de germinagdo em curto periodo de tempo, dependendo da
espécie avaliada.

A germinagdo foi reduzida com o aumento do tempo de
exposicao. Com 12 horas praticamente ndo houve reducao, visto que a

germinagdo antes da infec¢do era de 92%. Assim para o isolado CX,
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as sementes podem ser infectadas com 24, 36 e 48 horas de exposi¢ao,
dependendo da incidéncia desejada.

O sucesso obtido no presente trabalho, com a infecgao artificial
por meio do contato direto das sementes com o fungo crescido em
meio BSA sem restrigdo hidrica, pode ser explicado pelo seguinte
fato. Ao utilizar as sementes sobre colonias mais velhas (7 a 10 dias
de idade) com presenca de esclerddios formados, resultou em infec¢do
menos agressiva, possibilitando ainda a germinacdo das sementes e
também, pode se explicar que a infec¢do foi favorecida, pois em uma
placa de Petri com diametro de 84 mm foram colocadas 80 sementes
que cobriram toda a superficie da colonia, o que pode ter aumentado a
competicdo pela 4gua disponivel no meio, ocorrendo baixa
hidratacdo, o que ¢ desejado. Segundo Heydecker et al. (1975) e
Bradford (1986) isso pode possibilitar a penetracao do fungo a partir
de 24 horas de exposi¢do e posterior germinacao das sementes para
realizagdo de pesquisas para demonstrar a transmissdo de Ss e o
impacto no desenvolvimento da doenca em lavouras de soja.

Os tempos testados neste ensaio possibilitaram gerar diferentes
incidéncias em sementes de soja de acordo com a idade da coldnia e a

quantidade de semente colocada sobre o micélio.
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Figura 1. Infecg¢@o de sementes de soja com Sclerotinia sclerotiorum

em diferentes tempos de exposi¢do ao micélio.

*. . . ~ . . . .
Letras iguais nas colunas de mesma cor, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.2 Transmissdo semente-plantula em ambiente controlado

Ap6s a desinfestacdo das sementes, cerca de 32% das sementes
soltaram o tegumento, 3 % apresentaram-se quebradas e 65 %
sementes permaneceram com o tegumento aderido. Dessas que ndo
soltaram o tegumento, foram plaqueadas 600 sementes que passaram
pelo processo de infecgdo e das quais 68 apresentaram infec¢do por
Ss, com 11,3% de incidéncia. Esta incidéncia foi inferior aos
resultados do ensaio de inoculagdo artificial de sementes, que foi de
28% no mesmo tempo de 48 horas de exposi¢do ao micélio de Ss,
devido o aumento do nimero de sementes, de 80 para 90 sementes por
placa de Petri e colocadas sobre as colonias com 12 dias de idade, o

que diminuiu a incidéncia.
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Das sementes infectadas emergiram 8,3% comparada com a
testemunha que emergiu 95%, indicando que a semente infectada por
Ss teve 86,7% dos embrides mortos (95 - 8,3), pois ndo germinaram
(Tabela 2). Em cada semente que ndo germinou houve o
desenvolvimento do micélio de Ss e a formacdo de 2,18
esclerodios/semente. Este fato verificado neste trabalho, confirma o
relato de Steadman (1983), Tu (1988) , Yang et al. (1998) e de
Mueller (1999) que também relataram a formagdo de esclerddios a
partir de sementes infectadas que ndo germinaram.

Dos cotilédones com lesdes nas plantulas emergidas, a partir
de sementes infectadas, ndo se houve o desenvolvimento dos sinais do
fungo quando submetidos a condi¢cdes ideais (camara umida).
Portanto, ndo houve formacao de esclerddios sobre os cotilédones com
lesdao e, consequentemente, ndo foi comprovada a transmissao de Ss
para a parte aérea via lesdo cotiledonar. Sugere-se a continuidade
destes estudos a campo por mais de uma safra, simulando diferentes
condi¢des ambientais, fechamento de dossel e a possivel formagado de

esclerddios sobre os cotilédones.
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Tabela 2. Efeito da infecgdo de sementes na emergéncia de
plantulas de soja e formacdo de esclerddios a partir de

sementes ndo germinadas

Plantulas Plantulas ndo Numero de
Tratamentos emergidas emergidas esclerddios por
(%) (%) semente
Testemunha 95a 5b 0b
Semente infectada 83Db 91,7 a 2,18 a
C.V (%) 12,9 13,79 13,78

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

A transmissdo por sementes infectadas naturalmente ¢ baixa,
de acordo Hoffman et al. (1998) que detectaram de 0,3 a 0,7% em
lotes de sementes de lavoura com 0 a 95 % de incidéncia em plantas.
Henning et al. (2009), também verificaram que em 10.400 sementes
de soja, incubadas pelo método papel de filtro, foram observadas
apenas oito sementes infectadas por Ss. Estes valores parecem baixos,
mas podem ser suficiente para introdugdo de Ss em novas areas. Em
sementes infectadas artificialmente, podem formar até 2,18
esclerodios por semente (Tabela 2).

A formacdo de esclerodios pode ter sido favorecida pelas
condi¢des ideais controladas em camara climatizada, no que se refere
a umidade do solo ideal para a germinagdo das sementes, temperatura
e fotoperiodo. Se estas condigdes ocorrem em campo, poderd haver a
formacao de esclerddios a partir de sementes infectadas.

Com base nos resultados de Henning et al. (2009) pode-se
calcular o nimero de focos em um hectare de lavoura cultivada com

um lote de sementes que apresenta a incidéncia descrita por este autor.
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Considerando que a densidade de semeadura ¢ de 280.000 sementes
por ha, e que a cada 10.400 sementes, oito estdo infectadas, tem-se
215 esclerodios por hectare. Segundo Steadman (1983) um esclerodio
pode produzir 20 apotécios com capacidade individual de liberar de
2.000.000 ascosporos, em 10 dias. Portanto, a incidéncia determinada
por Henning et al. (2009) e Hoffman et al. (1998), deve ser
considerada de grande importancia epidemioldgica, concordando com
Tu (1988), que conclui que o micélio dormente no interior das
sementes ndo ¢ importante somente na disseminagdao do fungo, mas
também na epidemiologia da doenca.

A partir da importancia das sementes na disseminacao e
epidemiologia de Ss, se faz necessario propor novas pesquisas, no que
se refere a amostragem de sementes em lotes de soja visando a
deteccao deste patdgeno, evitando os resultados falsos negativos e
introduzindo o patégeno em dareas indenes. Smith (1995) cita que o
inéculo na semente ¢ responsavel pelo transporte e disseminagdo dos
patdgenos necrotréficos dos orgaos aéreos do hospedeiros, desde os
centros de origem das espécies vegetais para todos os locais de cultivo
no mundo. Para Reis et al. (2009) a tarefa de producao de sementes
indenes (livre de patdgenos ou sadias) € o maior desafio aos

fitopatologistas.
3.3 Transmissao semente-plantula no campo
No experimento conduzido no campo ndo foi detectada a

transmissdo de Ss, em plantulas de soja, via a formacdo de lesdes

cotiledonares. Na testemunha houve 83% de emergéncia e no
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tratamento com sementes infectadas houve 60% de emergéncia. Nos
cotilédones com lesdo das plantulas emergidas ndo foi detectado sinais
de Ss quando submetidos a camara Umida no laboratdrio. Nas
sementes que ndo germinaram, ou germinaram e formaram uma
plantula anormal, ndo foi detectado esclerodios de Ss. Estes fato
sugerem que trabalhos devem ser repetidos em diversas regides do
Brasil, visando a expor diferentes isolados em diferentes condi¢des
ambientais para avaliar a possibilidade de transmissdo via cotilédone
ou pela formacdo de esclerddios nas sementes ndo germinadas. A
avalia¢do da transmissdo foi prejudicada devido a estiagem durante o
periodo de condu¢do do ensaio, sendo necessario realizar a irrigagdo
para haver germinagdo e emergéncia.

A hipétese ¢ que o fungo pode ser transmitido via lesdo
formada no cotilédones, e que em condigdes de alta umidade relativa,
com solo umido e temperatura ideal, o micélio do fungo pode
colonizar estes cotilédones, caindo sobre o solo e ai formarem
esclerodios. Portanto novas tentativas devem ser realizadas nas
proximas safras, na Universidade de Passo Fundo para comprovar esta
hipotese.

A introducdo de Ss em lavouras pode ser via a formacao de
esclerodios a partir das sementes ndo germinadas e mortas presentes
no solo, das quais desenvolve-se o micélio formando esclerddios que
podem germinar na mesma safra e liberar ascosporos para infec¢do de

flores.
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4. CONCLUSAO

O método de inoculacdo de sementes de soja, sem restri¢cao
hidrica, com a exposi¢do das sementes por 48 h, sobre a colonia de Ss
em placas de Petri, pode ser usado para obtengdao de sementes de soja
infectadas;

O processo de transmissdo via lesdes cotiledonares nio foi
comprovado em ambiente controlado e em condi¢des de campo;

As sementes infectadas por Ss em cdmara de crescimento,
podem formar até 2,18 esclerddios por semente ndo germinada;

Os esclerodios formados, a partir de sementes infectadas e
mortas pelo fungo, sdo consideradas fonte de indculo primario em

areas que nao tem historico de ocorréncia de Ss;
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