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RESUMO

O mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, é uma doenga muito importante para muitas culturas
agricolas e seu controle tem sido realizado por meio da adocdo de medidas de forma integrada. Foi avaliada a
acao antifungica de um fertilizante foliar preparado com éleo essencial de laranja (Orobor N1®: nitrogénio 1%,
boro 0,22 %) sobre o crescimento micelial e germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizados, em esquema fatorial, utilizando-se cinco isolados do
patdgeno e seis concentragdes do fertilizante foliar. Na avaliacdo do crescimento micelial, discos de BDA (6 mm)
com micélio fangico, foram depositados em placas de Petri contendo a mistura de BDA com o produto nas
concentragdes de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL por 100 L de &gua. Mediram-se diariamente os dois diametros
ortogonais da colbnia, até que o tratamento testemunha colonizasse todo o meio de cultura. Na germinagéo
carpogénica, depositaram-se 16 esclerddios por caixas gerbox contendo solo umedecido a 62% da capacidade de
campo. Em seguida, foram adicionadas as respectivas concentra¢cdes do produto, atingindo assim 100% da
capacidade de campo do solo. O nimero de esclerddios germinados, estipes e apotécios formados foi mensurado.
Verificou-se interagdo significativa entre concentracdes e isolados para as variaveis estudadas. O fertilizante foliar
inibiu o crescimento micelial e reduziu a formagdo de esclerodios. Ndo houve reducdo da germinagdo
carpogénica, da produgdo de estipes e apotécios de S. sclerotiorum de modo geral.

Palavras-chave: mofo branco, Citrus sinensis, controle integrado

Effect of foliar fertilizer on Sclerotinia sclerotiorum strains

ABSTRACT

White mold, caused by Sclerotinia sclerotiorum, it is an important disease in many agricultural crops and his
control has been made through the adoption of integrated methods. The antifungal activity of a foliar fertilizer
made of orange essential oil was evaluated (Orobor N1®: N 1 %, B 0,22%) on the mycelial growth and carpogenic
germination of Sclerotinia sclerotiorum. The experiments were conducted in completely randomized design, in
factorial scheme, using five pathogen isolates and six concentrations of the foliar fertilizer. The measure of
mycelial growth, PDA discs (6 mm) with fungal mycelium they were laid up in petri dishes containing PDA +
mixing the product in this concentration 0, 50, 100, 150, 200 and 250 mL 100 L™ of water. They were measured
daily two orthogonal diameters of the colony until the control treatment colonized the entire culture medium. In
carpogenic germination, was deposited 16 sclerotia/gerbox boxes containing moistened soil to 62% of the field
capacity (FC) then applied to the same product concentration, completing 100% of the FC. The evaluations were
performed at 30, 45, 60 and 75 days, measure the number of germinated sclerotia, stipes and apothecia were
formed. We founded interaction between concentrations and isolates for all variables. The foliar fertilizer
inhibited the mycelial growth, reduced the formation of sclerotia and did not inhibited the carpogenic germination
of S. sclerotiorum.

Key words: white mold, Citrus sinensis, integrated control.
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O Sclerotinia sclerotiorum, fungo cosmopolita de
habito necrotréfico, pode sobreviver no solo por meio
de estruturas de resisténcia conhecidas como
esclerddios. Segundo Boland e Hall (1994) é patogénico
a 78 familias, 278 géneros e 408 espécies de plantas,
infectando espécies economicamente importantes como
soja, feijdo, algoddo, tomate, ervilha, ervilhaca, alface,
chicéria, repolho, couve-flor, cenoura, entre outras
(HOMECHIN, 1982).

Este fungo causa a doenca conhecida como mofo
branco, que possui sintomas variados dependendo do
hospedeiro e sinais tipicos como a formacao de micélio
cotonoso e presenca de esclerodios (CASSETARI
NETO et al., 2010). Os esclerddios sdo formados pela
agregacdo de hifas de Sclerotinia sclerotiorum e
contribuem com a sobrevivéncia do patdégeno no solo,
mesmo em condic¢Bes adversas (AGRIOS, 2005). Caso
haja a germinagdo carpogénica dos esclerddios, ocorre a
formacdo de apotécios que liberam ascosporos,
responsaveis pela infeccdo da parte aérea das plantas
(ABDULLAH et al., 2008). Se houver a germinacdo
miceliogénica, as hifas formadas podem invadir os
tecidos jovens das plantas proximo ao solo por meio da
producdo de 4&cido oxalico e causar sua morte
(BOLTON et al., 2006).

A doenca causada por Sclerotinia sclerotiorum
ocasiona perdas elevadas de produtividade e seu
controle pode ser mais eficaz por meio da integracéo de
métodos convencionais e alternativos (SUMIDA et al.,
2015). Ha relatos do efeito de fertilizantes foliares na
reducdo da severidade de doencas de plantas de
etiologia variada, causada tanto pela inducdo de
resisténcia quanto pela acdo direta do produto sobre o
patdgeno  (KATSURAYAMA; BONETI, 2002;
NOJOSA et al., 2009). Wordell Filho e Stadnik (2006)
constataram que ciprodinil, fosfito de potassio,
fertilizante foliar (03-00-16), calda bordalesa e calda
bordalesa combinado com fosfito de potassio reduziram
significativamente a severidade da mancha acinzentada
causada por Botrytis squamosa em cebola. Reuveni et
al. (2009) constataram que a aplicacgdo foliar de KH,PO,
a 1% (p/v) induziu resisténcia sistémica e local a
Leveillula taurica em pimentdo cultivado em condicGes
de casa-de-vegetacdo. Trabalhando com tomateiros ao
campo em condi¢des controladas, Abbasi et al. (2002)
verificaram que a aplicacdo foliar de fosfato de potéssio
semanalmente sobre Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria reduziu a severidade da doenga. Paula Junior
et al. (2009) verificaram que a aplicacdo de cloreto de
calcio e de silicato de calcio, apenas na floragcdo ou
neste momento e dez dias depois, reduziram a
incidéncia e a severidade do mofo-branco do feijoeiro,
sem efeito no rendimento da cultura em condicdes de
campo. Existem relatos do efeito da aplicacao foliar de
fertilizantes silicatados no controle de doencas de

plantas (BUCK et al., 2006; GUEVEL et al., 2007),
porém, o efeito de fertilizantes foliares sobre os
patdgenos precisa ser melhor compreendido.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento
micelial e a germinacdo carpogénica in vitro de
esclerédios de diferentes isolados de Sclerotinia
sclerotiorum empregando-se diferentes concentragdes
de um fertilizante foliar com 6leo essencial da casca de
laranja.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Fitopatologia da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul, Campus de Chapaddo do Sul. Os
isolados utilizados na condugdo deste experimento
foram obtidos na forma de esclerédios junto a
instituicdes de pesquisa e em lavouras comerciais
localizadas no municipio de Chapadao do Sul, MS.

A partir dos isolados recuperados, foram produzidos
os esclerddios, em condigBes laboratoriais, necessarios
para a conducdo do projeto. Para a producgdo dos novos
esclerddios, foi utilizado o substrato de feijdo (100 g de
grdos de feijdo + 10 mL de agua), adicionado em
frascos erlenmeyer. Este substrato foi autoclavado por
20 minutos a 120 °C e, ap6s o resfriamento, foram
adicionados cinco discos de micélio do fungo, com sete
dias de idade. Posteriormente, os frascos foram
incubados em cémara climatizada a 252 °C, na
auséncia de luz, por 30 dias, conforme metodologia
modificada de Garcia et al. (2012a). Apoés este periodo,
os esclerddios formados foram retirados dos frascos e
lavados em &gua corrente.

Nos ensaios descritos a seguir, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial, com seis concentra¢bes do
fertilizante foliar e cinco isolados de Sclerotinia
sclerotiorum. Na avaliacdo do crescimento micelial
foram utilizados quatro repeti¢cdes. Para a avaliacdo da
germinacdo carpogénica foi utilizado trés repetices.
Conforme andlise de variancia os dados quantitativos
foram transformados em V(x+1) e foram verificados
ajustes dos dados a regressdo linear; para os dados
qualitativos foi utilizado o teste de Scott-Knott com
nivel de significancia de 5%.

Para avaliar o efeito do fertilizante foliar Orobor
N1®, preparado com oOleo essencial de laranja
(concentracdo ndo informada pelo fabricante),
nitrogénio (1 %) e boro (0,22 %), foram utilizadas as
seguintes concentracgdes: 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL
do produto comercial por 100 L™ de 4gua, as quais
foram misturadas ao meio BDA e em seguida vertidas
em placas de Petri. Apds, a solidificagcdo de discos de 6
mm de didmetro, contendo micélio do fungo com sete
dias de idade, foram transferidos para o centro das
placas. As placas foram incubadas em cémara
climatizada a 22 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas, de
acordo com a metodologia de Garcia et al. (2012b).
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As avaliaces foram realizadas diariamente,
iniciadas 24 horas apds a incubacdo e encerradas 96
horas ap6s, quando todas as testemunhas dos isolados
utilizados atingiram toda a superficie do meio,
mensurando-se o didmetro das coldnias em dois eixos
ortogonais, com auxilio de régua milimetrada. Ap6s 14
dias da implantacdo do experimento foram contados 0s
esclerédios produzidos em cada placa/tratamento.

Para a determinagdo do indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) utilizou-se a formula
descrita por Oliveira (1992) e a porcentagem de inibicéo
do crescimento micelial (PICM) obtida por meio da
férmula de Abbott (1925):

(D —Da)

IVCM =
) N

Em que: IVCM= indice de velocidade de
crescimento micelial; D= diametro médio atual da
col6nia, em cm; Da = didmetro médio da colbnia do dia
anterior, em cm; N= numero de dias apés a incubag&o.

(DTT — DT)
—— 4
DTT

PICM = 100

Em que: PICM = porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial, em (%); DTT= diametro do
tratamento da testemunha, em c¢cm; DT = didmetro do
tratamento, em cm.

O experimento foi conduzido empregando-se solo
esterilizado em autoclave duas vezes por 1 hora a 120
°C/1 atm, com um intervalo de 24 horas. Os esclerddios
produzidos foram desinfestados de acordo com a
metodologia descrita por Delgado et al. (2007), havendo
a imersdo dos mesmos, por 30 segundos, em solucdo de
hipoclorito de so6dio a 2%, seguida de imersdo, pelo
mesmo tempo, em 4gua destilada esterilizada,
procedimento este repetido trés vezes. Posteriormente,
foram mantidos em camara de fluxo de ar sobre papel
filtro até secarem.

Para garantir ambiente adequado para producdo de
estipes e apotécios, sem interferéncia do excesso de
umidade, foi utilizada a capacidade de campo (CC) para
umedecer o solo, conforme metodologia descrita por
Napoledo (2007), sendo necessdria adaptacdo para
inclusdo do fertilizante. Apds distribuicdo de 200g de
solo seco por caixa tipo gerbox foi adicionada agua
destilada esterilizada nas parcelas para elevar o solo
inicialmente seco até a condigdo de 62% da C.C,,
reservando o restante (38%) para incluséo do fertilizante
foliar. O produto comercial, a base de 6leo essencial de
laranja (Orobor N1®) foi empregado nas concentragdes
de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL por 100L de agua.
Incubagdo realizada em camara climatizada a 19+2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e manutengdo do solo a 100%
da CC durante todo o experimento

Para avaliagbes foram contados os esclerddios
germinados, estipes e apotécios formados por caixa; a
primeira avaliacdo realizada aos 30 dias apds a
implantacdo do experimento e as restantes, distanciadas
em 15 dias, até completar 75 dias de incubacéo.
Detectou-se interacdo significativa (p < 0,05) entre
isolados e concentracBes do fertilizante foliar sobre
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PICM) e producdo de esclerddios dos isolados de
Sclerotinia sclerotiorum, aos 14 dias da implantacdo do
experimento (Tabelas 1). Os dados obtidos foram
ajustados ao modelo linear para cada isolado utilizado
(Figuras 1 a 6).

Para o IVCM, observou-se que a testemunha apés 96
horas, colonizou toda a placa. Na andlise da Figura 1
percebe-se tendéncia linear na reducdo do IVCM
conforme o aumento da concentracdo do produto,
observando-se indice de velocidade de crescimento
micelial zero a partir das doses de 215,7 mL 100 L™
(S1), 224,4 mL 100 L (S2), 221,5 mL 100 L™ (S3) e
228,8 mL 100 L™ (S4). As concentracBes testadas
reduziram o indice de crescimento micelial do patégeno
sobre o meio de cultura BDA (Figura 2), com inibicdo
total nas concentracdes de 222,8 mL 100L™ (S1), 239,9
mL 100 L™ (S2), 230,9 mL 100L™ (S3) e 268,3 mL 100
L* (s4).

Tabela 1. Analise de variancia do indice de velocidade do
crescimento micelial, porcentagem de inibicéo do crescimento
micelial e produgdo de esclerddios dos isolados de Sclerotinia
sclerotiorum, aos 14 dias da implantacdo do experimento em
funcéo das concentragdes do produto comercial (Orobor N1°®).

FV! G.L? IVCM® PICM* ne Esclerédios
Isolado (1) 4 123" 24248 46,82"
Concentracdo (C) 5  44,08" 2658459  1266,45"
IxC 20 037" 114,99 32,09"

CV (%) 25,09 5,68 33,22

* Significativo a 5% de probabilidade; 'FV: Fator de variagéo; > G.L.:
Grau de Liberdade; ® IVCM: indice de velocidade do crescimento
micelial; *PICM: porcentagem de inibig&o do crescimento micelial.

Tabela 2. Anélise de variancia da porcentagem de germinagéo
carpogénica, ndmero de estipes formados e numero de
apotécios formados, em funcgdo das concentragdes do produto
comercial (Orobor N1°®).

FV! G.L2 Germinagdo NEF®  NAF*
Isolado (1) 4 49,11* 18,81*  21,19*
Concentracédo (C) 5 11,15* 18,81* 3,75*
IxC 20 13,58* 9,58*  7,05*
CV (%) - 22,01 2459 28,30

* Significativo a 5% de probabilidade; *FV: Fator de variagio; °G.L.:
Grau de Liberdade; ® NEF: nimero de estipes formados; ¢ NAF:
numero de apotécios formados.
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Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum em relagio as
concentragdes do fertilizante foliar (Orobor N1®).
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Figura 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum em relagdo as
concentragdes do fertilizante foliar (Orobor N1®).
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Figura 3. Producéo de esclerddios dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, aos 14 dias da implanta¢do do experimento, em relacdo
as concentragdes do fertilizante foliar (Orobor N1®).
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A reducdo do indice de crescimento micelial do
patdgeno sobre o meio de cultura BDA (Figura 2) pode
ser explicada pela existéncia de N e B na composi¢édo do
fertilizante foliar. Nojosa et al. (2009) ndo verificaram
inibicdo micelial de Phoma costarricensis pelo uso de
fertilizante foliar comercial com boro, cobre, enxofre,
manganés e zinco, porém, constataram menores valores
de severidade da doenca em cafeeiro. A inibi¢do
verificada neste trabalho pode ter sido efeito das
concentracBes empregadas ou de possivel interacdo
entre 0s nutrientes e o dleo essencial da casca de laranja
existentes no fertilizante foliar empregado. Gomes et al.
(2014) relataram atividade antifungica de Oleos
essenciais de cinco espécies de Citrus sobre o
crescimento e/ou inibicdo micelial sobre os patégenos
Fusarium oxysporum e Alternaria alternata. Estes
autores observaram que a inibi¢do do crescimento
aumentou proporcionalmente com 0 aumento das
concentracdes dos 6leos essenciais.

A medida em que o IVCM reduziu, houve aumento
do PICM para todas as concentragdes avaliadas (Figuras
1 e 2). O mesmo foi verificado por Teixeira et al.
(2012), onde os 6leos essenciais das cascas frescas e
secas de citrumelo proporcionaram inibi¢cdo micelial do
fungo S. sclerotiorum dependente das concentragdes
testadas, verificando o efeito-dose dependente e
evidenciando desta maneira, seu efeito antimicrobiano.

Foi possivel notar que o produto inibiu nas
diferentes concentraces testadas o S. sclerotiorum, e
interferiu diretamente na velocidade de colonizagdo do
meio de cultura. Acredita-se no sinergismo entre o boro,
nitrogénio e o 6leo da casca de laranja do fertilizante
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y =0,1821x +20,045
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250
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empregado, que provavelmente atuaram diretamente na
membrana citoplasmética (BURT, 2004; BAKKALI et
al., 2008).

Estudos realizados por Sharma e Tripathi (2006)
mostraram atividade fungicida do 6leo da casca de
Citrus sinensis, atribuida ao limoneno (molécula
pertencente a familia dos terpenos) e o sinergismo dos
diferentes compostos presentes no 6leo essencial, sobre
10 pat6genos de pdés-colheita Também foi verificado,
por Teixeira et al. (2012), a agfo antimicrobiana dos
monoterpenos, limoneno, sequiterpeno ciclico e
transcariofileno, que sdo componentes do dleo essencial
da casca de citrumelo Swingle, sobre os patégenos
Fusarium oxysporum e Colletotrichum musae.

O produto avaliado também influenciou a producgéo
de esclerddios em funcdo dos isolados (Figura 3), sendo
que houve completa inibicdo nas concentracBes de
215,6 mL 100 L™ (S1), 200,5 mL 100 L™ (S2) e 203,5
mL 100 L™ (S3). Houve diminuicdo da formagdo de
esclerddios pela exposicdo do fungo ao fertilizante
foliar avaliado (Figura 3). Acredita-se que isto se deu
pela reducédo do crescimento micelial do patégeno pois,
de acordo com Townsend e Willetts (1954), a formagao
dos esclerodios se da pela agregacdo de hifas de
Sclerotinia sclerotiorum.

Detectou-se interagdo significativa (p<0,05) das
concentragdes do fertilizante foliar sobre a formagéo
carpogénica dos esclerédios no solo. Tanto os dados de
porcentagem de germinagdo carpogénica quanto 0s
dados de nimero de estipes formados e nimero de
apotecios formados se ajustaram ao modelo linear
(Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Germinagdo carpogénica (%) total dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum em funcéo das concentracdes do fertilizante

foliar (Orobor N1°®).
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Isolado 1

Efeito de fertilizante foliar sobre isolados de Sclerotinia sclerotiorum.
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Figura 5. Formagdo de
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estipes formados de Sclerotinia sclerotiorum, em fungdo das concentracbes do fertilizante foliar (Orobor
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Figura 6. Formagao de apotécios de Sclerotinia sclerotiorum, em fungdo das concentrac@es do fertilizante foliar (Orobor N1®).

O fertilizante foliar inibiu a germinagdo carpogénica
apenas do isolado 4 (Figura 4), sendo que a maior
concentracdo permitiu a germinacdo de 34,9% dos
esclerédios. Nos isolados 1, 2, 3 e 5, 0 produto
estimulou a germinacéo carpogénica dos mesmos, pois a
testemunha apresentou menor porcentagem de
germinacdo em relacdo as concentracBes utilizadas.
Zanella et al. (2015), ao avaliarem o efeito de extratos
metandlicos de Annona cacans, Annona coriacea e
Annona dioica sobre a germinacdo carpogénica de

Sclerotinia sclerotiorum, também constataram no
tratamento testemunha, menor germinagdo em relacdo
aos tratamentos.

Conforme estes autores, o efeito estimulante da
germinacdo carpogénica de alguns extratos pode ser
positivo no manejo do mofo branco por estimular a
germinacdo dos esclerédios em culturas ndo
hospedeiras, pois diminui o inéculo na érea.

Os comportamentos variados dos isolados utilizados
frente ao produto comercial podem estar relacionados a
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grande variabilidade genética encontrada nos isolados
de S. sclerotiorum. Abreu e Souza (2015) contataram
variabilidade morfolégica, patogénica, fisioldgica e
molecular entre dezenas de isolados deste patdgeno
coletados em lavouras comerciais de feijoeiro no Brasil.

A variacdo da producdo de estipes (Figura 5) e
apotécios (Figura 6) indicaram diferencas na
sensibilidade de S. sclerotiorum as concentragGes do
fertilizante foliar. Com excec¢do do isolado 4, todos os
outros tiveram aumento na produgdo de estipes
conforme houve o0 aumento da concentragdo do
fertilizante foliar (Figura 5). A formacdo de apotécios
foi maior com o aumento da concentracdo do produto
nos isolados 1, 2 e 3, enquanto que para os isolados 4 e
5 as maiores concentracdes reduziram o nimero destas
estruturas. Apesar de ndo inibir a formacdo das
estruturas reprodutivas, houve reducdo na formacdo de
apotecios e, provavelmente, menor quantidade de
ascosporos produzidos. Observando-se este
comportamento em condi¢cdes de campo, aventa-se a
possibilidade de o produto diminuir a taxa de progresso
da doenga (ABAWI; GROGAN, 1979)

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram efeito
significativo do fertilizante foliar Orobor N1® sobre o
desenvolvimento de S. sclerotiorum em funcdo do
isolado avaliado. S&8o0 necessarios experimentos ao
campo para se avaliar a eficacia deste produto na
reducdo da severidade do mofo branco em plantas de
interesse econémico.

Verificou-se interacdo significativa  entre
concentragdes e isolados para as varidveis estudadas.

O produto reduziu o desenvolvimento vegetativo e a
producdo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum.

De forma geral, houve aumento da producdo de
estipes e apotécios, assim como da germinacdo
carpogénica da maioria dos isolados avaliados.
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