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RESUMO

Para a detec¢ao do patégeno da podriddo branca em sementes de girassol (Helianthus
annuus), instalou-se no Laboratério de Andlises e Sementes (LASEM), do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia um experimento analisando seis
cultivares obtidas de produtores de girassol da regido do Triangulo Mineiro, onde estas foram
analisadas qualitativamente, quanto a ocorréncia ou ndo do patégeno Sclerotinia sclerotiorum.
A andlise da qualidade sanitaria das sementes de girassol foi realizada através do método do
rolo de papel filtro modificado e foram testadas, de cada lote, 400 sementes divididas em 50
sementes em cada rolo, totalizando 8 rolos para cada cultivar. Estas sementes foram
submetidas as condicdes de umidade, temperatura e luz ideais para sua germinac¢do. Apds o
periodo de sete dias as plantulas e sementes mortas, ambas circundadas por micélio cotonoso,
foram retiradas dos rolos e foram colocadas em caixas gerbox retornando ao germinador, apds
trés dias foi feita outra andlise a fim de detectar a presenca de esclerddios do patégeno em
questdo. De acordo com os resultados obtidos nao foi detectado a presenca de esclerédios de

S. sclerotiorum nas sementes de girassol.

Palavras chave: Helianthus annuus, podridao branca, esclerddios.
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1 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) constitui-se na segunda fonte mais importante de
6leo vegetal comestivel no mundo e sua cultura vem se destacando devido as suas vantagens e
potencialidades. No Brasil, a cultura é conhecida hd varios anos e a maior parte do territorio
brasileiro é potencialmente apta para este cultivo (MENTEN, 1985). E a quarta oleaginosa
mais produzida no mundo e a quinta com a maior area plantada. Ele é cultivado em todos os
continentes, a qual se concentra principalmente no leste europeu e paises da antiga Unido
Soviética, Argentina, EUA, China, Canada e México (LAZAROTTO et al., 2005).

No Brasil, € notdvel o crescimento do cultivo de girassol. Dados da Companhia
Nacional de Abastecimento — CONAB (2010) mostram que no intervalo de um ano (safra de
2006/2007 a safra 2007/2008), a area cultivada com girassol no Brasil teve um aumento de
38,5 mil hectares, crescimento de 51%. J& a producdo teve um aumento de 40,7 %, um
aumento de 43,2 mil t, mantendo-se a produtividade.

Se existe a planta ideal, da qual tudo se aproveita, o girassol estd bem préximo dela.
As raizes, do tipo pivotante, promovem uma considerdvel reciclagem de nutrientes, além da
matéria organica deixada no solo apds sua morte; as hastes podem originar material para
forracdo acustica, com 6timas caracteristicas, além de, juntamente com as folhas, poderem ser
ensiladas e promoverem uma excelente adubacdo verde. Além disso, a beleza de suas flores
despertou interesse mesmo antes de se tornar cultura oleaginosa; atualmente ele se presta
muito bem tanto como flor de corte quanto para vaso (UNGARO, 2009).

A partir de suas flores, podem ser extraidos de 20 a 40 kg de mel por hectare de
cultura; elas originam as sementes, consumidas tanto pelo homem como pelos animais. Delas
¢ extraido um 6leo de excelentes qualidades nutricionais e organolépticas, com elevado
contetido de 4cido linoléico, recomendado na prevencgio de enfermidades.. E importante fonte
de proteinas para a alimentacdo animal. Sua utilizacdo como ragdo para o gado, na forma de
silagem, j4 € uma realidade, especialmente no sul de Minas Gerais e algumas regides de Sao
Paulo (CACERES, 2009).

E uma das principais espécies a serem utilizadas na adubacio verde, em grande parte
por seu desenvolvimento inicial rdpido, seu efeito alelopdtico a grande nimero de invasoras,
pela eficiéncia da planta na reciclagem de nutrientes e, também, por ser um agente protetor de
solos contra a erosao e a infesta¢do de invasoras, sendo recomendado para rotagdo de culturas

(UNGARO, 2009).



Além da utilizacdo do 6leo de girassol para alimentacdo humana, ele pode ser
utilizado nas industrias farmacéuticas, de cosméticos, de tintas e de limpeza. O girassol pode
ser utilizado na forma de sementes torradas como aperitivo, na composi¢do de barras de
cereais, biscoitos, papas de bebés, alimento de pdssaros, racao para caes e gatos, alimentacdo
animal na forma de silagem ou farelo, adubacdo verde, biodiesel, além de que, as suas cascas
podem ser prensadas na forma de aglomerado para a indudstria de méveis e o caule pode ser
utilizado na construcdo civil como isolante térmico e actustico. Nos paises eslavos, as
sementes de girassol sdo torradas e moidas e utilizadas como sucedaneo do café. A sua
utilizacdo na area de floricultura pode ser ampliada com a criacdo de girassois coloridos. A
multiplicidade de uso tem contribuido para o aumento crescente da demanda por informacdes
(PELEGRINI, 1985).

Devido a essas particularidades e a crescente demanda do setor industrial e comercial,
a cultura do girassol estd se tornando importante alternativa econdmica no sistema de rotagdo,
consorcio e sucessao de culturas nas regides produtoras de graos (PORTO et al., 2007).

Apesar de sua rusticidade, a expansdo da cultura do girassol pode ser prejudicada,
entre outros fatores, pela ocorréncia de doencas causadas por virus, bactérias e fungos. O
girassol € hospedeiro de mais de 35 organismos fitopatogénicos, a maioria fungos. Estima-se
que as doengas sdo responsdveis por uma perda anual média de 12% da produgdo de girassol
no mundo, sendo este o fator mais limitante para a cultura na maioria das regides produtoras.
No Brasil, ndo hd dados exatos sobre a magnitude da perda da produgdo provocada pelas
doencas, mas sabe-se que esta pode chegar a até 100%, dependendo das condi¢des climaticas
(LEITE, 2005b).

A crescente importancia da cultura do girassol torna necessario o desenvolvimento de
estudos sobre deteccdo de patégenos em sementes sejam conduzidos a fim de garantir a
sanidade desta cultura e a introdugao de patégenos em novas dreas. Devido a estes fatores, o
objetivo deste trabalho foi analisar amostras de sementes de girassol produzidas no Tridngulo

Mineiro quanto a ocorréncia de sementes com infeccao latente de Sclerotinia sclerotiorum.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do girassol

O girassol (Helianthus annuus) € uma espécie botanica pertencente a familia
Asteraceae, subfamilia Asteroideae, € constituinte do género Helianthus L., o qual
compreende, além das hibridas, em torno de 300 espécies, sendo a espécie Helianthus annuus
(L) a de maior importancia econdmica. Indicios arqueoldgicos verificados em estudos
recentes indicam que o centro de origem do girassol foi o México (LENTZ et al., 2005).
Atualmente, é cultivado em todos os continentes, concentrando-se principalmente no leste
europeu e paises da antiga Unido Soviética, Argentina, EUA, China, Canadd e México.
Destaca-se como a quarta oleaginosa em producdo e a quinta em drea cultivada no mundo
(EMBRAPA, 2010).

No Brasil o cultivo de girassol iniciou no final do século XIX, na época da
colonizac¢do no Sul do Brasil (PELEGRINI,1985). A primeira indicag@o de cultivo comercial
ocorreu em 1902, em Sao Paulo, quando a Secretaria da Agricultura distribuiu sementes aos
agricultores . No inicio da década de 1920 o girassol era indicado como a melhor forrageira
para alimentacdo de gado leiteiro. Em 1924 ja se extraia seu 6leo por meio de prensas. Na
década de 1930 ja era divulgado como nos dias de hoje, como uma planta de inumeras
utilidades, seja como forrageira e produtora de silagem, melifera, produtora de sementes para
a extracdo de 6leo combustivel e para a alimentacdo de aves (UNGARO, 1982).

Na década de 1960, houve uma tentativa para estimular o cultivo do girassol no Brasil,
dessa vez no Estado de Sdo Paulo. A secretaria de Agricultura deu apoio a implantagdo junto
com féabricas de Oleos vegetais que incentivaram o cultivo da oleaginosa. Houve insucesso
devido a falta de tecnologia de podugdo para as condi¢des brasileiras e falta de estimulo do
mercado, atingindo uma produg¢do superior a 4 milhdes de toneladas de graos, em uma area de
aproximadamente 3.000 ha (LASCA, 1993; DALL’AGNOL et al., 1994, apud PUIGNAN,
1994)

Outras tentativas de implementacdo da cultura foram realizadas, utilizando cultivares
com bom teor de Oleo e menos suscetiveis a ferrugem, doenca que prejudicava
significavelmente a produc¢do, mas niao obtiveram sucesso. Os prejuizos causados por
doencas, aliados a falta de informagdo mais precisa sobre correcdo de solo, nutrigdo,
espacamento e densidade de semeadura, o baixo teor de 6leo dos materiais, e ainda a

competi¢do com outras opc¢des gricolas mais atraentes, como o milho, a soja, o amendoim e o



algoddo, desestimularam o cultivo do girassol em Sdo Paulo que teve a drea de 1966/67
(5.324 ha) reduzida para menos da metade, na safra 1972/73 (1.500 ha), uma reducao
equivalente a 72% (LASCA, 1993).

No final da década de 1970, houve um novo incentivo a pesquisa com oleaginosas no
Brasil, motivado pelo estimulo do governo ao uso de Oleos vegetais para substituir os
derivados de petréleo, aumentando as pesquisas em torno de oleoginosas como a mamona, 0
amendoim e o girassol. Assim, a produtividade do girassol em 1980, no oeste do Estado do
Parana (principal estado a incentivar as pesquisas através do Instituto Agrondmico do Parana
— IAPAR) alcancou média de 1800 kg ha!, mas logo em 1983 baixou para 460 kg ha™', sendo
essa frustracdo de safra causada por doencgas fungicas, principalmente Sclerotinia
sclerotiorum decorrentes da ocorréncia de condi¢des prolongadas de alta umidade no final do
ciclo (DALL’AGNOL et al., 1994), o que novamente freou a expansao da cultura na regiao.

Até hoje o cultivo do girassol esta condenado. Os principais problemas enfrentados
pelos produtores para a cultura do girassol sdo a falta de produtos registrados para o controle
fitossanitdrio, dificuldade de semeadura, em fun¢do da necessidade de melhor classificacdo de
sementes, ataque de pdssaros em dreas pequenas e dificuldade de comercializagdo da
producdo.

Ja como necessidade de pesquisa foram identificadas oportunidades relacionadas ao
controle de pdssaros, zoneamento de risco climdtico para doencas, cultivo em sistemas
integrados e consorcios, potencial para cultivo em areas de reforma de cana-de-agucar a partir
do desenvolvimento tecnolégico voltado para ciclo precoce, tolerancia a alternaria e atengao a
herbicidas com longos periodos residuais (RAMOS, 2009).

Apesar de todos os problemas relacionados ao cultivo e comercializagdo que ainda
precisam ser resolvidos de forma mais satisfatéria, na dltima década, o cendrio do cultivo do
girassol mostrou-se promissor, a drea semeada com girassol aumentou gradativamente no
Brasil. Na safra de 2006/2007 a drea cultivada com girassol foi de 75,4 mil ha, aumentando
para 113,9 mil ha na safra de 2007/2008 (CONAB, 2008) esse nimero reduziu para 75 mil ha
na safra 2008/2009 (CONAB, 2009) e 67,3 mil ha na safra 2009/2010 (CONAB, 2010), com
uma produtividade média esperada em torno de 1400 kg ha™'. Assim, a producdo brasileira de
girassol aumentou principalmente em funcdo do aumento da drea de plantio, 106,1 mil
toneladas de graos foram colhidos na safra 2006/2007, alcancando em torno de 149,3 mil
toneladas na safra 2007/2008 (CONAB, 2008), observando uma queda a partir da safra
2008/2009, 109,4 mil toneladas e na safra de 2009/2010, 96,3 mil toneladas (CONAB, 2010).



10

O principal mercado para o girassol € a industria de 6leos. A demanda mundial pelo
Oleo de girassol vem crescendo em torno de 1,8% ao ano, sendo que a demanda brasileira
aumenta em torno de 13% ao ano. Para suprir essa demanda o pais importa 6leo da Argentina
(GOMES, 2005). E uma cultura com um valor alimentar significativo, além de ser usada na
forma de 6leo para a industria de biodiesel, farelo ou silagem para a alimentacdo animal e
também como planta ornamental (CASTRO; FARIAS, 2005).

Nos tltimos anos, segundo Lazzarotto et al. (2005), o girassol vem sendo cultivado
predominantemente como safrinha, apds a colheita de verao em sucessao aos cultivos de soja
e milho. Esse cultivo de safrinha permite o aproveitamento, por parte dos produtores, dos
recursos disponiveis na propriedade como mado de obra e mdaquinas que poderiam ficar
ociosos (AMORIN et al., 2008). Por isso, € interessante fazer estudos para melhorar as
técnicas de produgdo nao sé na época de safra, mas também para obter melhor produtividade
de forma sustentavel nas semeaduras da safrinha, visto que as condi¢cdes ambientais na época
de safrinha sdo diferentes e podem influenciar de forma negativa a produgcdo de aquénios,
principalmente se forem mais favordveis a ocorréncia de doencas do que na época de safra.

Segundo Zimmer e Hoes (1989, apud MALDANER, 2009), o fator que mais afeta a
produtividade do girassol na maioria da regides produtoras € a ocorréncia de doencgas. Estima-
se que 12% da produ¢do mundial de girassol seja perdida todo ano devido a este fator. Por
isso, no Brasil, a expansdo da cultura do girassol pode voltar a ser prejudicada, ja4 que os
danos a producdo podem alcangar a 100% se as condi¢des climéticas forem favordveis ao
desenvolvimento de patégenos. Muitas das principais doengas que afetam a cultura do
girassol sdo transmitidas através das sementes, principalmente, a Mancha de Alternaria
(Alternaria helianthi (Hansf.) Tubaki & Nishihara; Altenaria zinnae Ellis.; Alternaria
alternata (Fr.) Keissler) e a Podridao branca (Sclerotinia sclerotiorum (Lib). de Bary)
(LEITE, 2005a).

Nesse sentido, torna-se imprescindivel continuar e aprofundar o estudo das
interrelacdes que ocorrem entre o ambiente de cultivo dessa oleaginosa, os patdgenos
causadores das principais doengas e os genétipos de girassol utilizados na producdo dessa

cultura no Brasil.

2.2 A andlise de sementes

A semente € um insumo indispensavel na produgdo agricola, desempenhando

importante papel para o aumento quantitativo e qualitativo de produtividade, portanto, a
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utilizacdo de sementes de alta qualidade € um fator preponderante para o sucesso de qualquer
cultura (GASPAR; NAKAGAWA, 2002).

O aumento da producdo de sementes no Brasil, nos dltimos anos, tem levado as
empresas produtoras a buscarem um aprimoramento técnico de suas atividades, o que visa,
basicamente, o aumento de produtividade associado a um incremento na qualidade do produto
colhido. Assim, a tecnologia de sementes, como um segmento do processo de producio, tem
procurado aprimorar os testes de germinacdo e vigor com objetivo de que os resultados
expressem a real qualidade fisiolégica de um determinado lote de sementes (VIEIRA, 1994).

A principal finalidade da anélise de sementes € a de determinar a qualidade de um lote
de sementes e, conseqiientemente, o seu valor para a semeadura. A andlise € caracterizada
pelo exame pormenorizado e critico de uma amostra, com o objetivo de avaliar sua qualidade.
A andlise, ainda, € utilizada em trabalhos de pesquisa e na identificacdo de problemas de
qualidade e suas causas. Assim, para a obtencdo de sementes com um nivel de qualidade
proposto, é importante manter a producdo sob controle e, dessa forma, a analise se constitui
em instrumento imprescindivel (NOVEMBRE, 2001).

Ainda segundo Novembre (2001), no processo de producdo de sementes, a andlise €
realizada com dois objetivos principais: atender as exigéncias para a comercializacdo das
sementes e controle de qualidade da producdo. A tecnologia de sementes tem procurado
aperfeicoar os testes de germinagdo e de vigor de modo a obter resultados que expressem o
comportamento efetivo das sementes no campo. Nesse caso, desde mais de 14 anos tem-se
destacado o interesse pelos testes de vigor, principalmente em programas internos de controle
de qualidade de empresas produtoras de sementes (VIEIRA et al., 1996).

Contudo, a qualidade sanitdria das sementes deve ser lembrada e testes para deteccdo
de fitopatégenos associados as sementes devem ser realizados para evitar que problemas desta
natureza venham causar redu¢do da produtividade da cultura e que os produtores fiquem

desestimulados por dificuldades desta natureza.

2.3 A interferéncia de fungos na produc¢ao de sementes

Segundo Tanaka (1982), mesmo utilizando sementes sadias, muitas doengas podem
ocorrer no campo, por contaminacdo, pelos processos naturais de disseminac¢do dos
patogenos. Além disso, as sementes podem constituir um veiculo de disseminacdo de
patégenos para areas livres. As sementes sdo responsdveis por propagar aproximadamente

90% das plantas cultivadas destinadas a alimenta¢cdo humana e animal (NEERGAARD,
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1979). Sabe-se que muitas doencas existentes no Brasil tiveram seus agentes causais
introduzidos através de sementes que carregam interna ou externamente organismos
patogénicos.

Segundo Machado (1988), entre os agentes patogénicos para plantas, os fungos sio os
mais ativos, tendo uma maior habilidade em penetrar diretamente nos tecidos vegetais e ai
alojarem-se mais facilmente. O in6culo pode ser transportado via semente, na forma de
micélio e/ou de esporos, mas a taxa de transmissao do patégeno, entre outros fatores, depende
fundamentalmente da quantidade e localizacdo do inéculo na semente (MENTEN, 1991a).

Os patdgenos transportados por sementes podem associar-se as mesmas de diferentes
maneiras, contaminando-as superficialmente, ou colonizando os tecidos internos (TEIXEIRA
et al., 1997).

Em muitos casos, a semente com baixa incidéncia de fungos germina quando semeada
em condi¢Oes ambientais favordveis. No entanto, em ambiente adverso, a germinacgdo € lenta
e os fungos infectantes tém oportunidade de colonizar a semente e a plantula em
desenvolvimento, ou mesmo podem causar a morte das mesmas apds a semeadura (CASA et
al., 1995). Isso ocorre devido a rapidez de desenvolvimento e a alta agressividade de certos
patégenos latentes na semente, os quais retornam a atividade assim que encontram condicdes
favoraveis, matando a semente antes que essa evidencie os primeiros indicios de germinagdo
(MENTEN, 1991a).

A morte de sementes € o tombamento de plantulas, causados por patégenos
transportados pelas sementes, ocorrem principalmente sob condi¢des desfavordveis a
emergéncia dessas plantulas. Assim, baixa temperatura, excesso ou escassez de umidade, mal
preparo do solo e semeadura inadequada retardam a germinagdo e desenvolvimento de
plantulas, proporcionando tecidos altamente vulnerdveis, a disposi¢do dos patégenos, por um
periodo de tempo mais longo (MENTEN, 1991b).

Os patdgenos causam danos as plantas através da interferéncia em diversos processos
fisioldgicos essenciais. Existem patégenos que destroem os 6rgios de reserva ou tecidos
jovens; outros que danificam o sistema radicular ou o sistema vascular, afetando,
respectivamente, a absor¢do e o transporte de d4gua e nutrientes; outros patégenos interferem
na fotossintese, enquanto um grupo especializado afeta a distribuicdo da seiva elaborada.
Esses danos ocorrem pela acdo de enzimas, toxinas e reguladores de crescimento produzidos
por esses microrganismos. Patégenos ligados a todos esses grupos de doencas podem estar

associados as sementes (MACHADO, 2001).
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De acordo com Carvalho (1997), a transmissdao de patégenos, através das sementes,
deve ser avaliada sob dois aspectos gerais, uma vez que os danos sdo varidveis. Alguns
patégenos provocam perdas, considerando o campo de produgdo, restringindo seus efeitos a
reducdo de rendimento, sem, no entanto, afetar a viabilidade das sementes. Outros patogenos
se caracterizam por, além de provocar redugdes no rendimento, concentrar seus efeitos
danosos sobre a semente, quando colonizam seu embrido. Como conseqiiéncia direta t€ém-se
redugdes na porcentagem de germinacdo e no vigor, com reflexos negativos sobre a

aprovagao dos lotes.

2.4 Sclerotinia Sclerotiorum

S. sclerotiorum é um patégeno, que tem uma grande gama de hospedeiro, ¢ um fungo
polifago, o que limita a rotacdo de culturas dificultando o seu controle. O registro mais
recente da gama de hospedeiros de S. sclerotiorum foi atualizado por e Hall (1994, apud
SHANG, 2004), no total sdao: 75 familias , 278 gé€neros, 408 espécies e 42 subespécies ou
variedades, sendo a maioria dicotiledoneas, subclasse das angiospermas (LEITE, 2005b).

Tal patégeno tem preocupado produtores de vdrias culturas como feijoeiro,
algodoeiro, soja e girassol, entre outras (OLIVEIRA, 2005). Este fungo € considerado o
patégeno mais importante para o girassol no mundo e estd distribuido em todas as regides
produtoras, sejam elas temperadas, tropicais ou subtropicais.

Desenvolvem-se trés sintomas: podridao basal, podridao na por¢cao mediana da haste e
podridao do capitulo e as perdas causadas dependem da parte da planta afeta que pode ser a
raiz e o colo da planta, a haste ou capitulo. As perdas atribuidas a podridao basal dependem da
idade da planta no inicio da infeccdo. Como a S. sclerotiorum mata rapidamente as plantas
infectadas na fase de plantula, ocorrem falhas no estande. Quando a infecc@o acontece em
estddios de desenvolvimento mais avangados, a ocorréncia de murcha afeta seriamente a
producdo e a qualidade das sementes, que apresentam menor peso. As perdas associadas a
podridao do capitulo afetam diretamente a producdo, com reducdo no nimero de sementes por
capitulo, no peso de sementes e na concentracdo de 6leo. A qualidade do 6leo extraido de
sementes infectadas pelo fungo € inferior devido ao aumento da concentracdo de acidos
graxos livres. A podriddo branca pode causar a queda de sementes do capitulo ou do préprio
capitulo. Quando a infec¢do ocorre na base deste, resulta em perda total da produgao, (LEITE,

2005a; ZIMMER; HOES, 1989, apud MALDANER, 2009).
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Ainda segundo Leite (2005a), perdas indiretas ocorrem devido a contaminacdo de
lotes de sementes com esclerddios, freqiientemente de mesmo tamanho, forma e peso
especifico dessas, o que dificulta sua remog¢ao na operacao de limpeza. Além desses prejuizos,
o fungo persiste durante muitos anos no solo, representando um perigo potencial permanente
para o girassol. Bernardes (2005) afirma que os esclerdédios podem permanecer por até 8 anos
no solo e em restos vegetais.

Sclerotinia sclerotiorum € o agente causal da podridio branca no girassol. S.
sclerotiorum foi descrito pela primeira vez como Peziza sclerotiorum por Madame M.
A.Libert em 1837 e, mais tarde renomeado como S. libertiana Funkel em 1870 (PURDY,
1979). Este bindmio foi aceito até que fosse considerado incompativel com as 12 regras
internacionais de nomenclatura botanica, portanto, o nome de S. libertiana foi mudado para S.
sclerotiorum (Lib.) Massee (DUNCAN 2003). No entanto, foi constatado, mais tarde, que
anteriormente Bary havia usado tal nomenclatura, estabelecendo apropriadamente como S.
sclerotiorum (Lib.) de Bary (PURDY, 1979).

Sclerotinia sclerotiorum € um fungo pertencente a classe Ascomycetes, ordem
Leotiales. O fungo produz estruturas de resisténcia negras, duras, relativamente grandes
(cerca de 1 cm de diametro ou comprimento, ou mesmo maiores) € de formato irregular,
chamados de esclerédios (PAULA J UNIOR et al., 2004). Forma micélio e esclerédios na fase
assexual e ascos com ascOsporos na fase sexual. O esclerédio forma-se a partir da anastomose
de um grande nimero de hifas em um corpo duro e compacto, o esclerédio maduro é formado
por uma casca pigmentada, uma camada fina de células pseudoparenquimatosas e uma
medula de tecido parenquimatoso.

Ocorrem duas formas de germinacdo do esclerddio: uma miceliogénica, formando
somente hifas e outra carpogénica, produzindo apotécios. O apotécio é uma estrutura plana ou
em forma de taga que produz os esporos sexuais do fungo. Podem ser formados muitos
apotécios a partir de um unico esclerédio, os apotécios sdo de coloracdo marrom-clara e tem
de 4 a 10 mm de diametro. Solos imidos por um longo periodo e luz sdo essenciais para a
formacao de apotécios (LEITE, 2005 a).

O fungo pode ser introduzido em novas dreas por sementes contaminadas e
esclerédios associado a massa de sementes. Maquinas e implementos agricolas, sapatos e
botas, utilizados em dreas contaminadas pelo fungo também podem transportar os esclerddios.
Adubacdo de culturas com dejetos de animais alimentados com material contaminado com o
fungo podem conter esclerédios e estes podem se desenvolver sob condi¢des favoraveis.

Ascosporos do fungo podem ser disseminados pelo vento ou outros meios e atingir plantas da
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cultura e iniciar o desenvolvimento da doenga. Agua de irrigagdo, ou de chuva, também pode
levar esclerddios e introduzir o fungo numa drea (ITO; PARISI, 2009)

O fungo forma micélios e esclerddios (estruturas de resisténcia do fungo) na fase
assexual e ascos com ascosporos na fasse sexual. O micélio € composto de hifas hialinas
multicelulares. O esclerédio forma-se a partir da anastomose de um grande nimero de hifas
em um corpo duro e compacto de formato e comprimento varidvel (LEITE, 2005a). Esta
estrutura tem a capacidade de permanecer vidvel por muitos anos no solo, devido ao pigmento
melanina presente nela, que € de dificil degradacdo, além de alta multiplicacdo dessas
estruturas de resisténcia. Portanto, deve-se tomar muito cuidado para ndo introduzi-lo em

areas de cultivo (ITO; PARISI, 2009).

2.5 Deteccao de Sclerotinia sclerotiorum

E de fundamental importincia para o sucesso de qualquer cultura a qualidade das
sementes, que é expressa pela interacdo das caracteristicas genéticas, fisicas, fisiologicas e
sanitdrias, para originar lavoura uniforme, constituida de plantas vigorosas e representativas
da cultivar sem contaminacio de plantas invasoras ou indesejaveis (POPINIGIS, 1977, apud
SILVA, 2007).

A andlise sanitdria de sementes é uma das medidas de controle da qualidade de
sementes que faz parte de um conjunto de normas, padrdes procedimentos e atividades
aplicadas as operacdes de produgdo, beneficiamento, armazenamento e distribui¢do. Esta
andlise, dentre outras avaliacdes que sdo realizadas para determinar a qualidade de um lote de
sementes sdo de grande importancia, pois constitui-se em um instrumento de levantamento de
informacdes das doengas presentes nas sementes (HENNING, 1994).

Quanto aos padrdes de sanidade de sementes, colaboram para isso os resultados de
pesquisas sobre a quantificacdo de danos ou a infecc@o das sementes que correlacionam com
niveis de ataque na lavoura, permitindo assim que eles sejam estabelecidos para cada
patossistema de interesse sdcio-econdmico. Freqiientemente, desconsidera-se a correlagao
entre a intensidade de doenga no campo e a porcentagem de transmissao inicial do patégeno
pelas sementes, que estd diretamente relacionada com o estddio de desenvolvimento das
plantas e com as condi¢Oes climaticas. (LUCCA FILHO, 1985)

Para se ter uma idéia da importancia da transmissao de patégenos pelas sementes, no

Brasil foram constatados 22 patdgenos e 14 saprofitas associados a sementes de girassol. O
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nivel de tolerancia para algumas espécies de patdgenos em sementes € zero, ou seja, nenhuma
semente deveria estar infectada/contaminada para ser utilizada no plantio (MENTEN, 1985).

Devido a importancia econOmica originada da diminuicdo dos rendimentos das
culturas devido as doengas transmitidas pelas sementes, na portaria n°. 71 do Ministério de
Agricultura, de 21 de setembro de 2004 (Diério Oficial da Unido de 23/09/2004 , Secdo 1 ,
P4gina 18) abriu caminho para a adocdo do nivel de tolerdncia de patégenos para as trés
classes de sementes: bdsicas, certificadas e fiscalizadas. A adocdo de padrdes de tolerancia
permitird a aprovagdo ou a rejeicdo de campos de producdo e de lotes de sementes, assim
como impedir a introducdo de patdégenos em dreas onde eles ainda ndo estejam presentes,
protegendo assim os agricultores (EMBRAPA, 2010).

No Brasil, de acordo com a Instru¢do Normativa n.°5, estabelecida pelo Ministério da
Agricultura na Portaria n.° 47, de 26 de fevereiro de 2009 (Didrio Oficial 40, secdo 1, pag. 10
e 11 de 02/03/2009), o nivel de exigéncia em proposicao para S. sclerotiorum em sementes
basicas, certificadas e fiscalizadas, devido a doenga ter tido um efeito muito negativo para a
producdo de sementes e graos, o nivel de tolerancia tem sido zero.

Para a deteccdo e identificagdo de toda a microflora associada a sementes de girassol,
inclusive a maioria dos patdgenos e fungos de armazenamento importantes, o método mais
utilizado é o do papel de filtro em placas de Petri plasticas, incubac¢do a 21-23°C, 12h luz
proximo ao ultra-violeta /12h escuro, durante 8 dias, e identificacio sob o microscopio
estereoscopico. Comparagdes efetuadas entre variacdes deste método revelaram que papel de
filtro + congelamento (24h a 21°C; 24h a - 20°C; 6 dias a 21°C), utilizando-se sementes
submetidas a assepsia superficial facilitou a deteccdo e identificacdo adequada dos
microorganismos associados as sementes. Entretanto, outros métodos provavelmente sejam
mais eficientes para deteccdo de determinados patégenos de importancia. Assim, para
deteccao de infeccao de Sclerotinia sclerotiorum, o método tem sido o de incubagdo, através
da distribui¢do de sementes submetidas a assepsia superficial com hipoclorito de sédio 0,5% e
incubacéo por 7 a 30 dias, a 5-7°C, sob escuro continuo, em BDA, BDA + estreptomicina ou
papel de filtro; o patégeno € identificado através do crescimento micelial branco tipico. Desta
maneira, é necessario que se realizem testes comparativos de sanidade para se definir os mais
eficientes e econdmicos, considerando a confiabilidade, reprodutibilidade, economicidade
(tempo, trabalho e equipamento) e rapidez (MENTEN, 1985).

De acordo com as Regras de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009b), o uso do meio

agar para a deteccdo de Sclerotinia se faz através do o método do plaqueamento de sementes
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em meio Agar sélido (BDA ou MEA), e colocadas em camara de incubagdo, sob luz
fluorescente branca a temperatura de 20 + 2 °C pelo periodo de 7-8 dias.

Um outro método que também tem detectado a presenca de S. Sclerotiorum, é o
método do rolo de papel toalha, originalmente desenvolvido por Anselme e Champion (1982,
apud PARISI; MEDINA, 2009) e posteriormente modificado, o que permitiu tal detec¢do. A
viruléncia do fungo S. Sclerotiorum esta relacionada com a produgdo de 4cido oxalico. Apesar
de ainda ndo se conhecerem seus mecanismos exatos de acdo, o dcido oxdlico, além de
propiciar um pH adequado para ac¢do de suas enzimas, interfere com a producdo de acido
abscisico e desregula as células-guarda dos estomatos, provocando a murcha das folhas, e
pode ser diretamente toxico as plantas, enfraquecendo suas defesas e suprimindo a explosdo
oxidativa (GUIMARAES; STOTZ, 2004).

Menezes (1987) recomenda, além da observagdo do lote para verificar a presenca de
esclerddios, a incubagdo das sementes pelo método do papel de filtro, por um periodo de 10 a
15 dias, tempo necessdrio para a formagao dos esclerédios. Koch e Menten (2000) verificaram
que o método do papel de filtro, com incubagdo por 14 dias a 15°C sob escuro continuo
também foi adequado para a detec¢do do patégeno. Peres (1996) desenvolveu o meio semi-
seletivo, sobre o qual as sementes sdo incubadas por 7 dias em temperaturas na faixa entre 14
e 20°C no escuro, sendo o patégeno detectado pela mudanga de coloragdo do meio, que ocorre
na presenca de substancias dcidas. Este, tem como principal caracteristica a rapidez com que
se obtém os resultados da analise. Este método utiliza um meio de cultura denominado neon,
meio Agar-Bromofenol, onde as sementes sdo semeadas e posteriormente, expostas a luz
negra. A partir do terceiro dia de incubagdo, observacdes devem ser realizadas para verifcar a
formacdo de halos amarelo-avermelhados ao redor das sementes, para a confirmacdo da
presenca de Sclerotinia sclerotiorum. Embora nao atenda a exigéncia de economicidade, tem
se mostrado bastante eficiente em detectar o patégeno em sementes de feijao e soja, em
trabalhos que estdo sendo desenvolvidos na Embrapa Cerrados (NASSER, 2009)

E também muito utilizado o Método de Incubacdo em Substrato de Papel ou método
do Papel de Filtro (“blotter test”) estabelecido pelo Manual de Andlise Sanitdria de Sementes
(BRASIL, 2009a) do Ministério da Agricultura. As sementes siao incubadas em papel de filtro
a temperatura de 10 a 15°C, sob escuro continuo por 30 dias, tempo relativamente longo para
deteccao de um fungo.

Existem algumas variacdes do método oficializado pelo Ministério da Agricultura que
utilizam tempo, temperatura e métodos diferentes, como por exemplo, o rolo de papel filtro

modificado, mas que, ainda assim, demandam um periodo de incuba¢do maior do que sete
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dias, tempo este necessdrio para detectar a maioria dos fungos presentes nas sementes
(PARISI; MEDINA, 2009).

Anterior a qualquer destes métodos é imprescindivel a realizacdo da inspecao visual
da amostra de sementes, considerando a fragao correspondente aos pesos indicados na andlise
de pureza descritos nas Regras para Andlise de Sementes vigentes. Por¢des de sementes sao
submetidas ao peneiramento com malha de tamanhos variados, coletando as fracdes obtidas
em separado e dispondo-as em uma camada simples sobre superficie limpa, previamente
desinfestada, e sob luminosidade suficiente para observagdes dos componentes fracionados a
olho nu e/ou com auxilio de lupas a resolucao de 10 a 40 X. Sementes e impurezas devem ser

examinadas em separado.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo e no Laboratério de Anélises e
Sementes (LASEM), do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG, no més de outubro de 2009.

3.1 Obtencao das amostras

O trabalho foi realizado com amostras, em um total de seis cultivares, obtidas com
produtores de girassol da regido do Tridngulo Mineiro, onde estas foram analisadas

qualitativamente, quanto a ocorréncia ou ndo do patégeno Sclerotinia sclerotiorum.

3.2 Andlise da qualidade das sementes

A andlise da qualidade das sementes de girassol foi realizada através do método do
rolo de papel filtro modificado. As sementes foram semeadas sobre folhas de papel germitest,
previamente umedecidas, medindo 38 x 28 cm, estas foram colocadas no substrato com
espacamento uniforme e suficiente para minimizar a competicio e contaminacao entre as
sementes e plantulas em desenvolvimento, com o auxilio de um contadores de sementes do
tipo placa perfurada.

O papel germitest foi previamente umedecido com um volume de dgua equivalente a
2,5 vezes o peso do substrato de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,
2009b), no caso 746,5 g, o que equivale um total de 108 folhas do substrato de papel. Sendo
utilizado dessa maneira, o equivalente a 1866,25 mL. Determinado pelo controle de qualidade
do Laboratério utilizou-se dgua destilada.

Apds o umedecimento dos papéis germitest, as sementes foram semeadas, num total
de 50 sementes, sobre uma folha do papel substrato sendo cobertas por uma outra do mesmo
papel. As bases das folhas foram dobradas no sentido da maior dimensdo e enroladas em
sentido perpendicular ao primeiro, formando um rolo, tomando a ateng@o para que este nao
ficasse muito apertado para ndo impedir a aera¢do. Os rolos, num total de oito para cada lote,
foram divididos em dois grupos, constituindo assim, dois rolos maiores com um total de

quatro rolos menores; onde foram nestes, semeados as sementes. Estes rolos, posteriormente
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foram levados para o germinador, onde foram submetidos, durante sete dias a uma
temperatura de 20°C.

O substrato, durante todo o teste, foi mantido suficientemente imido a fim de dar as
sementes a quantidade de d4gua necessdria para sua germinagdo. Desta maneira, os rolos foram
acondicionados dentro de sacos plasticos, para manter a umidade durante a incubagdo e foi
feita a reposi¢do da d4gua na cuba do germinador quando foi necessario. Foi tomado o cuidado
para que os papéis nao ficassem tdo umedecidos a ponto de formar uma pelicula de 4gua em
torno das sementes, ja que este excesso restringe a aeracio prejudicando a germinacao.

Todos os utensilios usados no teste foram, conservados limpos para evitar a ocorréncia
de contaminacdo. Os gerbox foram desinfetados utilizando uma solu¢do de hipoclorito de
sddio e a desinfestacdo dos germinadores foi feita com dlcool a 70%.

Para o teste de germinacdo, as sementes de girassol ndo exigem especificacdes em
relacdo a presenca de luz. Para o teste foi estabelecida um regime de 12 horas de luz
fluorescente e 12 horas de escuro.

Apbés o periodo de sete dias de incubagdo os rolos foram andlisados quanto a
existéncia de plantulas sadias, plantas infeccionadas, e a existéncia de plantulas e sementes
mortas com a presenca de um micélio cotonoso de colorac¢io branca, caracteristico do fungo
Sclerotinia sclerotiorum, ou at¢é mesmo a existéncia de esclerddios. As plantulas com
sintomas da doenca e as sementes mortas, ambas circundadas ou ndo por micélio cotonoso,
foram retiradas dos rolos, colocadas em gerbox contendo duas folhas de papel “mataborrao”
umedecido e, em seguida, foram novamente incubadas no germinador por trés dias sob as
mesmas condi¢des do periodo de germinagdo, a fim de favorecer o desenvolvimento de
esclerédios, uma vez que a presenga apenas do micélio branco nio confirma a existéncia do
fungo, por ser caracteristica também, de outros patégenos. Na seqii€ncia, as caixas com as
plantulas foram incubadas por mais trés dias, totalizando seis dias de incubacao, e ao final
deste segundo periodo as plantulas e sementes mortas foram reavaliadas quanto a presenca de

esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a incubagdo das sementes nos germinadores, a umidade relativa se manteve
alta, com o auxilio de sacos plasticos revestindo os rolos e também com a reposi¢dao de dgua
na cuba do germinador, a temperaturas se estabeleceu em uma média de 20°C. Zimmer e Hoes
(1989, apud MALDANER, 2009) citam que o intervalo de temperatura 6tima para o
desenvolvimento micelial situa-se entre 18°C e 25°C, o que indica que o experimento foi
conduzido em condi¢Oes favordveis ao desenvolvimento do patégeno, o que ndo foi
percebido, ndo havendo assim, a detec¢do de Sclerotinia sclerotiorum em nenhum lote
submetido a analise de sementes durante o periodo de incubagdo. Entretanto, foram detectadas
vdarias plantulas com sintomas da doenca e sementes mortas. A incubagdo destas plantulas
com sintomas e das sementes mortas em caixas gerbox com umidade por trés dias possibilitou
o desenvolvimento de micélio flingico branco e cotonoso, mas ndo houve formagdo de
esclerddios, resultado que permaneceu inalterado mesmo prolongando a incubagdo até o sexto
dia, e o micélio apresentava caracteristicas de patogenos do género Fusarium sp.

Segundo Parisi et al. (2006) o teste de germinacdo em rolo de papel modificado,
consistindo na colocacdo dos rolos de papel em sacos plésticos, seguido da incubacdo de
plantulas infeccionadas em gerbox umida, foi eficiente para a deteccdo de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijdo. Segundo estes autores com eficiéncia
estatisticamente igual 4 do método desenvolvido por Koch e Menten (2000). Recentemente,
Parisi et al. (2009) comprovaram que este método além de sensivel, rapido, simples e de baixo
custo, pode ser utilizado nas andlises de rotina, como medida preventiva da dissemina¢dao do
patégeno e também pode ser avaliado para a deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de
outras culturas, como as do girassol.

Segundo Nasser et al. (2009) as anélises utilizadas para detectar S. sclerotiorum em
sementes de feijdo utilizando os métodos existentes tém encontrado de 0,25 a 2,3% de
sementes infectadas. Embora pare¢a muito pequena a infec¢io de 0,25% de sementes, o que
representa uma semente infectada em 400 analisadas, isso pode significar, em uma populacdo
de 250.000 plantas por hectare, a introducdo de 625 focos primdrios da doencga, fato este
extremamente relevante, principalmente em areas ainda isentas do patégeno. Tais dados nao
sao considerados como regra. Gomes et al. (2006) detectaram em um determinado genotipo
de girassol, através da andlise sanitdria de sementes, um grande percentual de sementes com

este fungo, o equivalente a 17%, demonstrando também que a infec¢do destas sementes nao
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esta relacionada com bom indice de vigor e germinagdo das sementes, onde alguns genotipos
mesmo apresentando baixos indices de vigor de sementes e germinacdo, apresentam altos

indices de plantulas infectadas e mortas.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que ndo foram detectadas sementes com micélio dormente do fungo Sclerotinia

sclerotiorum nas amostras analisadas.
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