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RESUMO

Silva, FP.M.; Gavassoni, W.L.; Bacchi, L.M.A.; Garcez, F.R. Germinagdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum sob diferentes residuos e
extratos de plantas cultivadas. Summa Phytopathologica, v.37, n.3, p.131-136, 2011.

Os efeitos de residuos de plantas cultivadas e seus extratos sobre
Sclerotinia sclerotiorum sdo poucos conhecidos. Trés experimentos
foram conduzidos, com residuos de plantas cultivadas e seus extratos
etanolicos e suas particdes. Residuos e extratos de culturas de aveia,
ervilhaca, feijdo, milheto, milho e trigo foram avaliados em condigdes
controladas. Esclerddios cobertos com residuos de aveia, ervilhaca, feijdo

e milheto ndo germinaram carpogenicamente. Extratos etandlicos de
residuos de aveia e ervilhaca mostraram-se eficientes na inibigdo da
germinagédo carpogénica, enquanto que do milheto e do trigo nédo diferiram
da testemunha. Todas as parti¢cdes de extratos etandlicos avaliadas
reduziram a germinacdo carpogénica. Residuos vegetais afetaram
negativamente o numero de apotécios emitidos por esclerddio.

Palavras-chave adicionais: mofo-branco, extratos vegetais, apotécio, controle

ABSTRACT

Silva, F.P.M.; Gavassoni, W.L.; Bacchi, L.M.A.; Garcez, FR. Carpogenic germination of Sclerotinia sclerotiorum under crop residues and its

extracts. Summa Phytopathologica, v.37, n.3, p.131-136, 2011.

The effects of crop residues and their extracts on Sclerotinia
sclerotiorum are not well documented. Three experiments were
conducted with crop residues and their ethanol and partition extracts.
Oat, vetch, bean, pearl millet, corn and wheat were assessed under
controlled conditions. Sclerotia covered with oat, vetch, bean and

Keywords: White mold, plant extracts, apothecium, control.

pearl millet residues did not germinate carpogenically. Ethanol
extracts of oat and vetch residues were efficient in inhibiting carpogenic
germination whereas pearl millet and wheat did not differ from control.
All partitioned ethanol extracts inhibited germination. Crop residues
negatively affected the number of apothecia per sclerotium.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um
patégeno cosmopolita e muito agressivo, podendo causar
doencgas em raizes, flores, vagens, sementes, hastes, madeira e
frutos de diversas espécies vegetais (1). Segundo Boland &
Hall (2) mais de 400 espécies de plantas sdo relatadas como
hospedeiras deste patdgeno, incluindo monocotiledéneas e
dicotileddneas.

O controle do patégeno em diversas culturas tem sido dificil
devido & formacdo de estruturas de repouso, que permitem sua
sobrevivéncia por longos periodos. Os esclerddios de S.
sclerotiorum sobrevivem no solo por 6 a 8 anos (1). Os
esclerddios presentes no solo em condigdes favoraveis germinam
e formam apotécios, que produzem grande quantidade de
ascosporos, fonte priméria de infecgao.

Dentre as medidas de controle preventivas preconizadas
para o mofo branco, em diversas culturas, destaca-se a adogdo
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de um sistema de rotagdo de culturas com espécies nédo
hospedeiras. O controle quimico s6 é eficaz preventivamente e
nem sempre vidvel economicamente (5).

O sistema plantio direto é uma alternativa para producéo
agricola na regido central do Brasil e caracteriza-se pelo cultivo
em terreno coberto por palha, auséncia de preparo de solo e
adogdo de sistemas de rotagdo de culturas (15). No entanto, 0s
efeitos de residuos culturais de plantas cultivadas sobre a
viabilidade de estruturas de resisténcia de fungos
fitopatogénicos, como S. sclerotiorum, sdo pouco conhecidos
(16).

Na literatura ha relatos de efeito de compostos produzidos
por plantas como estimulantes da germinacéo de esporos de
fungos, assim como estudos de atividade de extratos de plantas,
Oleos essenciais e metabdlitos secundérios isolados contra
fungos fitopatogénicos, incluindo Sclerotium rolfsii (7) e S.
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sclerotiorum (4, 6, 10, 13, 14, 20, 21, 23, 24, 26).

O objetivo deste trabalho foi estudar a germinacéo
carpogénica de S. sclerotiorum sob diferentes residuos de
plantas cultivadas e seus extratos.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos para avaliar a germinacdo
carpogénica de esclerédios sob residuos vegetais e seus extratos
etanolicos e suas particdes. O isolado do patdgeno utilizado nos
ensaios foi obtido em &rea naturalmente infestada da Fazenda
Experimental de Ciéncias Agrérias (FAECA), da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD). Para a producdo de esclerddios, o
patdgeno foi repicado para erlenmeyers contendo uma camada de
aproximadamente 20 mm de discos de cenoura previamente
esterilizados. Apds a repicagem, os frascos foram incubados a 25°C,
sob escuro pleno, por quatro semanas. Os esclerddios formados foram
armazenados & 5°C até o momento da instalacdo dos experimentos.

Residuos de plantas cultivadas

Os residuos culturais de aveia (Avena sativa L.), ervilhaca (Vicia
sativa L.), feijdo (Phaseolusvulgaris L.), milheto (Pennisetum glaucum
(L)) R. Brown), milho (Zea mays L.) e trigo (Triticum aestivum L.)
foram coletados nas areas experimentais da FAECA/UFGD. Estes
foram desidratados a 55°C/48 h em estufa com circulagdo forcada de
ar. Apo6s a moagem em moinho de facas tipo Willye Tecnal modelo
TE-340, os residuos foram armazenados em freezer a -30°C. Neste
ensaio, além dos residuos foram inseridos dois tratamentos: cobertura
com solo e testemunha &gar-agua.

Apo6s solidificacdo do meio &gar-agua, 20 esclerddios foram
distribuidos equidistantes em cada gerbox. Os esclerddios do tratamento
testemunha foram cobertos com uma camada de dois mm de &gar-agua,
para evitar rolamento acidental. Aqueles dos tratamentos com residuos
culturais e com solo foram cobertos com camada de quatro mm do
tratamento correspondente. O solo utilizado (Latossolo vermelho-
distroférrico) foi coletado na érea experimental da FAECA, seco ao ar,
peneirado e esterilizado com brometo de metila, em contéiner lacrado
(100 cc m® solo).

Extratos de residuos de plantas cultivadas

Parte dos residuos foi processada para a extragdo com etanol a
frio. Os extratos obtidos foram concentrados sob pressdo reduzida
até atingirem consisténcia pastosa, e doravante denominados extratos
etandlicos. O experimento constou de sete tratamentos (seis extratos
e testemunha agar-agua). Os extratos foram dissolvidos em tubos de
ensaio, com éagua esterilizada, na proporcéo de 0,5 g de extrato e 9,5
mL de 4gua. Para melhor dissolucéo, os tubos foram colocados em
banho-maria durante 20 min/53°C, e posteriormente, agitados em
agitador Vortex até a dissolugdo do extrato. Os extratos vegetais,
acrescidos de 490 mL de solugdo fundente e resfriada de &gar (179
4gar, 1000 ml &gua) foram transferidos para gerbox (11,5 x 11,5 x 3,5
cm), formando uma camada de aproximadamente 4 mm. Aconcentracdo
final dos extratos etandlicos foi de 1000 ppm. Em cada gerbox foram
distribuidos 20 esclerddios equidistantes. Os gerboxes foram incubados
a 18°C e fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro.

Particdes de extratos de residuos de plantas cultivadas

As particdes da fase hexénica, diclorometano, acetato de etila e
hidrometandlica dos extratos etandlicos foram fornecidas pelo
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Departamento de Quimica da UFMS. O experimento constou de 13
tratamentos: 12 fases provenientes da particdo com solventes dos
extratos etandlicos de residuos culturais e testemunha agar-4gua. Os
procedimentos adotados na instalacdo e conducdo do experimento
foram os mesmos descritos para o experimento com extratos etandlicos,
exceto que a concentragao final foi de 100 ppm.

Delineamento experimental, avaliacdo e analise de dados

Nos experimentos conduzidos neste estudo foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des e 0
nimero de tratamento variando para cada ensaio. Cada unidade
experimental foi constituida por um gerbox contendo 20 esclerddios.
As avaliagBes tiveram inicio a partir da verificacdo de formagdo de
apotécios no tratamento testemunha. No experimento com residuos
de plantas cultivadas, ap6s a primeira avaliagdo procedeu-se a remogao
dos residuos e do solo. Foram enumerados o nimero total de apotécios
por unidade experimental e esclerédios com formagéo de apotécios.
Calculou-se entdo a quantidade de apotécios formados por esclerédio
e a germinagdo carpogénica (%).

As avaliagdes foram encerradas quando a germinagao dos esclerédios
estabilizou-se. Ao final das avaliagbes, nos ensaios em que houve a
supressdo da germinagdo carpogénica, os esclerddios ndo germinados
foram lavados por trés vezes em &gua esterilizada e transferidos para
gerbox contendo &gar-4gua e novamente incubados, para verificar o
efeito fungistatico ou fungicida da inibicéo.

O aplicativo computacional SAS foi utilizado na anélise estatistica.
Os dados de germinagdo carpogénica (%) foram transformados em
arco seno da raiz quadrada de x/100, e os demais em raiz quadrada de
X, para analise de variancia e teste de média LSD de Fischer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se a emissdo de estipes e formagdo de apotécios em
esclerddios dos tratamentos testemunha &gar-a4gua e solo aos 45 dias
apos a instalagdo (DAI) do experimento. Cinco dias depois procedeu-
se a primeira avaliagdo e remoc¢do da camada de residuo e de solo.
Restos culturais de aveia, ervilhaca, feijao e milheto suprimiram a
formacédo de apotécios em todas as avaliagBes (Figura 1).

A germinacdo carpogénica nos esclerédios do tratamento com
residuos de milho e trigo so foi observada a partir dos 65 DAL
Provavelmente devido a remocédo da camada que formava uma barreira
fisica, exercendo pressdo mecénica nos esclerddios. Outro fato que
pode ter contribuido para esse comportamento foi a incidéncia de luz
nos esclerddios ap6s a remogao da cobertura. Esclerddios submetidos
a alta intensidade luminosa desenvolvem apotécios em poucos dias e
vérias semanas sdo necessérias para a germinacgdo carpogénica sob
baixa luminosidade (25). Ferraz et al. (11), discutindo a menor incidéncia
da doenca causada por S. sclerotiorum em feijoeiro cultivado em sistema
de plantio direto em relagdo ao convencional, apontaram a possibilidade
da atuagdo da palhada como uma barreira fisica a emergéncia de estipes
e ou a disseminacdo dos ascosporos. A supressdo da germinacdo
carpogénica foi mantida nos demais tratamentos, mesmo apds a
remogao dos residuos, indicando que, além da barreira fisica, outros
fatores poderiam estar envolvidos. As maiores porcentagens de
germinagdo carpogénica ocorreram na cobertura com solo,
provavelmente, porque sua estrutura favoreceu o arejamento e presenca
de luz para os esclerddios, essenciais para a producdo de apotécios
(22).

Os esclerddios provenientes do tratamento com ervilhaca
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Figura 1. Germinacdo carpogénica de esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum sob efeito de diferentes residuos de plantas cultivadas sobre
os escler6dios em camada de £+ 4 mm com remocdo aos 50 dias apés a
instalacdo (DAI) e posteriores avaliagdes aos 65 e 80 DAI.

Os dados foram transformados em arco seno raiz quadrada de x/100 para anélise estatistica.
Médias seguidas pela mesma letra, em cada época de avaliacao, ndo diferem significativamente
entre si, segundo teste de LSD de Fischer (o= 0,05).

apresentavam-se deteriorados devido & acdo microbiana.
Contaminantes, principalmente de natureza fingica (Penicillium spp.,
Fusarium spp. e Aspergillus spp.) foram isolados de esclerddios dos
tratamentos com residuos de ervilhaca, feijdo e milheto. Ferraz et al.
(10), estudando a viabilidade de S. sclerotiorum apdés solarizagédo do
solo, na presenca de cobertura morta, encontraram maior eficiéncia na
inativacdo do patdgeno quando maior incidéncia e variabilidade de
contaminantes foram encontradas. Steadman (24) destaca os géneros
Trichoderma e Penicillium dentre os fungos que produzem substancias
inibidoras e metabdlitos antifungicos. De maneira geral, entre os efeitos
provocados pelas substancias inibidoras, pode ser observada a redugéao
ou paralisagdo do crescimento e esporulacéo, redugdo na germinacao
de esporos, além de distorcdes na hifa e endolise (4).

Aos 80 DA, a germinacédo carpogénica na presenca de residuos de
milho e trigo teve aumento consideravel, embora inferior aos
tratamentos testemunha e cobertura com solo. Melo et al. (19) também
estudaram o efeito de residuos culturais sobre S. sclerotiorum e
encontraram maior porcentagem de germinacdo carpogénica com
cobertura de milho, aveia+ervilhaca peluda+nabo e em restos culturais
de um sistema envolvendo a cultura do trigo.

Apbs a remocdo dos residuos de aveia observou-se germinacdo
miceliogénica dos esclerddios.

N&o houve germinagdo carpogénica dos esclerédios cobertos com
residuos de feijdo, milheto, ervilhaca e aveia. Resultado semelhante foi
encontrado, em campo, por Lobo Janior et al. (18), que relatam auséncia
ou niimero reduzido de apotécios, em areas com plantio de gramineas.
Costa (8) também detectou efeito da palhada de Brachiaria brizantha
Hochst Stapf na reducdo no nimero de esclerddios (indculo inicial)
em ensaios a campo. O efeito da palhada de milheto na redugdo de
indculo inicial também foi observado.
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Figura 2. Germinagdo carpogénica de esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum sob efeito de diferentes extratos etandlicos obtido de residuos
de plantas cultivadas aos 37, 52 e 67 dias ap6s a instalagéo.

Os dados foram transformados em arco seno raiz quadrada de x/100 para analise
estatistica.Médias seguidas pela mesma letra, em cada época de avaliacdo, ndo diferem

significativamente entre si, segundo teste de LSD de Fischer (4 = 0,05).

Aos 37 DAI procedeu-se a primeira avaliagdo no experimento
com extratos etandlicos de residuos (EER). Nesta avaliacéo, a
germinacdo carpogénica néo diferiu entre os tratamentos testemunha,
trigo e milheto (Figura 2). Extratos de aveia, ervilhaca, feijao e milho
reduziram a proporcdo de esclerddios com apotécios. Aos 52 DA, os
esclerddios tratados com extratos de residuos de milheto e trigo tiveram
germinacdo carpogénica igual a testemunha.

Os EER de aveia, ervilhaca, feijdo e milho inibiram a germinagéo
carpogénica dos esclerddios em todas as épocas de avaliagdo quando
comparado com a testemunha. Sharma & Kapoor (23) detectaram
efeito supressivo sobre a formagédo de apotécios por extratos aquosos
de cambaré (Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera) e da erva aromética
Saussurea lappa ((Decne.) C.B.Clarke.).

Embora ndo tenha havido diferencas estatisticas na avaliagdo inicial
entre os tratamentos com extrato de aveia e de ervilhaca e 0s demais
residuos, a auséncia de germinacdo carpogénica evidencia seu efeito
inibidor. Resultados semelhantes foram encontrados por Gavassoni et
al. (12), onde o efeito supressor na formacdo de apotécios em
esclerddios de S. sclerotiorum foi observado em tratamentos com
extratos de aveia, feijdo, ervilhaca e trigo.

Os EER de milheto e trigo tiveram nas trés avaliagdes realizadas,
germinacdo carpogénica igual a testemunha. Apenas extratos de aveia
e ervilhaca, apresentaram, em todas as épocas de avaliacdo, efeito
significativo na reducéo da germinacgdo carpogénica.

O numero de apotécios formados por esclerddio, tanto no
experimento com residuos de plantas cultivadas quanto no de extratos
etandlicos sdo apresentados no Quadro 1. Todos os residuos afetaram
negativamente a formacgdo de apotécios se comparados a testemunha
agar-agua. Os residuos de aveia, ervilhaca, feijdo e milheto suprimiram
totalmente a germinacgdo carpogénica. Aos 80 DAI, o nimero de
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apotécios formados por esclerddio foi maior quando expostos ao
residuo de milho que nos outros residuos, exceto o de trigo. Em relagéo
ao numero de apotécios formados, na primeira avaliacdo apenas 0s
esclerddios oriundos do tratamento com cobertura de solo e tratamento
testemunha formaram apotécios. Resultados semelhantes foram obtidos
por Ferraz et al. (9), que demonstraram ser possivel reduzir a emisséo
de apotécios com a cobertura do solo com palha. Gracia-Garza &
Boland (13) também ja relataram a reducdo do nimero de apotécios
em &reas sob plantio direto, cuja camada de palha picada de milho ou
trigo foi mantida sobre o solo. Ferraz et al. (10) encontraram menor
numero de apotécios, incidéncia e severidade de S. sclerotiorum em
tratamentos com palha de Amaranthus sp. e nim (Azadirachta indica
A. Juss).

Aos 52 DAI foi evidenciado o efeito dos EER de aveia e ervilhaca
na supressdo da formacéao de apotécios, embora Huang et al. (17) ndo
tenham detectado efeito algum de extrato aquoso de aveia. Na Gltima
avaliacdo (67 DAI), os esclerddios dos tratamentos com extratos
de milho, trigo, feijdo e milheto tiveram ndmeros de apotécios
formados por esclerédios iguais a testemunha. Um apotécio pode
produzir até 2 x 108 ascésporos durante algumas semanas (3). A
reducdo de aproximadamente 90% no ndmero de apotécios pelos
EER de aveia e ervilhaca em relagdo ao milho implica na reducéo do
in6culo inicial de S. sclerotiorum. Costa (8) mostrou que a reducéo
do in6culo inicial permitiu a redu¢do no nimero de pulverizages e
maior eficiéncia no controle da doenca em feijdo. Segundo o mesmo
autor, em solos contendo diferentes densidades de in6culo

Quadro 1. Numero de apotécios formados por esclerddio de Sclerotinia sclerotiorum germinados carpogenicamente, sob efeito de residuos de plantas

cultivadas e seus extratos etandlicos em diferentes épocas de avaliacéo.

Apotécios por esclerdodio

Tratamento Residuo Extrato Etandlico

50 65 80 37 52 67
Testemunha 50 a 16,6 a 8,2 a 2,0 a 3,4 a 3,8 ab
Solo 2,4 b 3,7 ab 45 b na' na' na'
Milho 0,0 c 0,7 bc 43 b 0,0 a 0,8 ab 7,0 a
Trigo 0,0 c 0,2 c 2,3 bc 16 a 2,9 ab 4,8 ab
Aveia 0,0 c 0,0 c 0,0 c 0,0 a 0,0 b 0,6 b
Ervilhaca 0,0 c 0,0 c 0,0 c 0,0 a 0,0 b 0,8 b
Feijédo 0,0 c 0,0 c 0,0 c 0,8 a 1,3 ab 4,3 ab
Milheto 0,0 c 0,0 c 0,0 c 1,1 a 2,2 ab 4,7 ab
C.V. (%) 28,5 44,8 33,8 43,1 47,6 44,3

1 ~ -
na =ndo aplicavel.

Os dados foram transformados em raiz quadrada de x para analise estatistica.

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

Quadro 2. Germinagédo carpogénica de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum sob efeito de extratos de residuos de plantas cultivadas, com diferentes

tipos de parti¢cdes, aos 50, 57, 64, 73 e 81 dias ap6s a instalacédo do ensaio.

Germinagdo Carpogénica (%)

Residuo/Partigao

Dias Apds Instalagdo

50 57 64 73 81
Testemunha 27 a 44 a 68 a 76 a 84 a
Aveia/Diclorometano 13 b 17 b 35 b 36 b 41
Aveia/Hidrometandlico. 12 bc 22 b 27 bc 30 bc 34 bc
Milheto/Acetato de etila 9 bc 16 b 23 bc 26 bc 29 bc
Milheto/Hexanica 7  bcd 12 bed 18 bed 18 bcd 22 bcd
Ervilhaca/Acetato de etila 6 bcde 11 bc 18 bcde 19 bcde 20 bcde
Aveia/Acetato de etila 6 bcde 8 bc 12 cde 15 bcde 19 bcde
Ervilhaca/Diclorometano 6 bcde 10 bc 15 cde 16 bcd 19 cde
Ervilhaca/Hexanica 4 bcde 8 bc 10 cde 11 cde 12 cde
Aveia/Hexanica 3 e 6 bc 10 cde 10 cde 11 cde
Milheto/Diclorometano 1 e 5 bc 7 cde 7 cde 7 cde
Trigo/Diclorometano 0 e 0 c 2 de 2 de 2 de
Feijao/Hexanica 0 e 1 c 1 e 1 e 1 e
C.V. (%) 53,6 57,2 55,5 57,2 61,2

Os dados foram transformados em arco seno raiz quadrada de x/100 para analise estatistica.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, segundo teste de LSD de Fischer (a = 0,05).
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(esclerddios) no solo, o controle adequado da doenga s6 foi obtido
nas areas com menos de 19 esclerédios por m? de solo. Em areas
com mais de 27 esclerédios por m2, os fungicidas ndo foram
eficientes no controle da doenga. Obviamente estudos adicionais a
campo, precisam confirmar o efeito dos residuos de ervilhaca e
aveia detectados em ensaios laboratoriais.

A supressdo da germinacdo carpogénica, independente se por
residuos ou extratos/particdes, apresentou-se permanente, ou seja, de
caréter fungicida.

No experimento com as fases obtidas da particdo dos extratos
etanolicos de residuos de plantas cultivadas, todas reduziram a
germinacdo carpogénica em todas a as avaliagbes (Quadro 2),
independente da fase de parti¢do e do residuo do qual foi extraido.
Assim como no ensaio com extratos etanolicos, as fases obtidas da
particdo do extrato etandélico do residuo de aveia, tais como a aveia
acetato de etila, aveia diclorometano, aveia hexanica e aveia metanol-
agua e as de ervilhaca foram eficientes em reduzir a germinagédo
carpogénica dos esclerédios em todas as épocas de avaliagdo. A
fase hexanica obtida do EER de feijoeiro promoveu reducdo de
97,6% na germinagdo carpogénica.

Embora ndo tenham sido estudadas caracteristicas morfoldgicas
tais como coloragdo e dimensdes dos apotécios formados, foi
observado que apotécios expostos aos extratos de residuos e suas
parti¢cBes se apresentavam mal formados e com deterioragdo
precoce.

Em condicGes controladas extratos etanélicos de feijdo, milho,
ervilhaca e aveia reduziram a germinagdo carpogénica. Todas as
particdes dos extratos etandlicos também influenciaram
negativamente a germinacdo carpogénica. A cobertura com residuos
de aveia, ervilhaca, feijdo e milheto suprimiu a germinacgédo
carpogénica.

Aidentificacdo do efeito estimulante e inibitorio de residuos vegetais
e seus extratos abrem novas perspectivas para 0 manejo do mofo
branco. Estudos com a aplicagdo dos compostos no solo em condi¢bes
controladas e a campo S0 necessarios.
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