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RESUMO

OLIVEIRA, Amanda Cabral Corréa de. Metodologia de inoculacéo,
variabilidade e controle de Rhizoctonia solani na cultura da cenoura. 2006.
63p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Rhizoctonia solani ¢ um patégeno complexo, formado por grupo relacionado,
mas geneticamente isolado de espécies, agrupando-se com base na anastomose
de hifas. Pode causar tombamento de plantulas em cenoura, ocasionando
reducdo no estande inicial do plantio; como habitante do solo, ¢ capaz de
sobreviver como sapréfita ou por estruturas de resisténcia (esclerédios), sendo
dificilmente detectado antes de causar perdas. Apesar da importancia desse
patogeno, sdo poucas as informagdes sobre a sua epidemiologia e controle para o
cultivo de cenoura. Dessa forma, os objetivos, neste trabalho, foram caracterizar
isolados de R. solani, ajustar a metodologia de inoculagdo e avaliar a eficiéncia
de fungicidas no controle de tombamento de plantulas. Foram obtidos trés
isolados-campo de R. solani, dos quais um pertence ao AG4 ¢ dois ndo foram
compativeis com nenhum dos isolados-testes por anastomose de hifas. A melhor
forma de inoculagédo foi a 10% do solo na camada de 0 a 2 cm de profundidade,
utilizando uma densidade de 72 mg de in6culo por quilo de solo. Os fungicidas
mais eficazes foram pencicuron, no tratamento de sulco e semente, reduzindo o
numero de plantulas tombadas e azoxistrobim, possibilitando maior emergéncia
de plantulas. O isolado-campo ¢ o isolado-teste, pertencentes ao AG4, foram os
mais agressivos na cultura da cenoura, a temperatura de 20°C. Sdo necessarios
estudos mais especificos para cada principio ativo testado, objetivando doses
mais especificas para o tratamento de semente e de sulco na cultura da cenoura,
assim como testar a patogenicidade dos isolados de R. solani a outras
temperaturas que possam causar infeccdo no plantio de cenoura pelo patégeno.

*Comité Orientador: Paulo Estevdo de Souza - UFLA (Orientador) e Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

OLIVEIRA, Amanda Cabral Corréa de. Inoculation methodology, variability
and control of Rhizoctonia solani in carrot. 2006. 63p. Dissertation (Master
in Agronomy/Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.*

Rhizoctonia solani is a complex pathogen, formed by a group of related but
genetically isolated species, grouping on the basis of hyphal anastomosis. They
can cause damping-off of carrot seedlings resulting in a stand reduction of the
initial seedling development, and, as a soil inhabitant it is able to survive as a
saprophyte or as survival structures (sclerotia), being difficult to detect before
causing damage. Despite the importance of this pathogen in carrot fields, few is
the information about the disease epidemiology and control. Hence, the
objectives of this work, were to characterize isolates of R. solani, adjust an
inoculation methodology and evaluate the efficacy of fungicides in the control of
seedling damping-off. Three isolates of R. solani were obtained from an infected
field, where one belonged to AG4 and two isolates were not compatible by
anastomosis with any other anastomosis group. The best form to inoculate was
done at 10% of the soil in the top 0-2 cm layer, using a density of 72 mg of
inoculum per kilo of soil. The most efficient fungicides were pencicuron in the
treatment of row and seed, reducing the number of damped-off seedlings and
azoxistrobin enhanced seedling emergence. The field-isolate and the tester
belonging to AG4, were the more aggressive in the carrot crop at temperature of
20°C. It is necessary more specific studies for each active ingredient tested,
aiming more specific doses to seed and row treatment in carrot fields, as well as,
to test pathogenicity of strains of R. solani in other temperatures that can cause
infection of the studied crop by this pathogen.

* Advising Committee: Paulo Estevdo de Souza - UFLA (Adviser) and Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser)
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1 INTRODUCAO

A cenoura encontra-se entre as dez hortaligas mais consumidas no
Brasil. A popularidade e o valor econdmico da cultura da cenoura sdo mais
evidentes no Sul e Sudeste do pais, em razdo da influéncia da colonizagdo
européia nessas regides (Kimati et al., 1997). Somente na companhia de
entrepostos € armazéns gerais de abastecimento de Sao Paulo (CEAGESP) foi
comercializado, no primeiro semestre de 2005, um volume de 43.047 toneladas
de raizes (Agrianual, 2006). Minas Gerais ¢ o segundo maior produtor de
cenoura, mesmo registrando, no ano de 2004, queda de 38% na area plantada em
relagdo a 2003. O resultado negativo s6 ndo foi pior devido a alta produtividade
da cenoura mineira, de 45,5 toneladas por hectare, 53,2% superior a média
nacional, de 29,7 toneladas por hectare (Horticiencia, 2006). No estado, o
cultivo de cenoura tem importancia, principalmente em agricultura irrigada, com
destaque para a regido de Sao Gotardo, onde € possivel obter até trés safras/ano
(Juliatti, 2001).

A hortaliga cenoura ¢é considerada suscetivel a infec¢do por Rhizoctonia
solani, entretanto, nfo existem registros quantitativos das perdas. Também néo
se conhecem cultivares resistentes ao tombamento de plantulas, em razdo,
principalmente, do complexo de patdégenos envolvidos na ocorréncia da doenca
(Henz et al., 2000). A planta continua suscetivel, durante todo o ciclo da cultura,
causando, além do tombamento, podriddo da coroa e cancro da raiz.

R. solani divide-se em grupos de anastomose (AG) (Ogoshi, 1987),
sendo necessario identificar o grupo a qual pertence, pois podem ocorrer redugao
ou aumento na viruléncia do patéogeno, em fungdo das condi¢des edafo-
climaticas e da variabilidade populacional (Carling & Leiner, 1990). Além das

caracteristicas morfologicas, fisiologicas e patogénicas, as caracteristicas



genéticas dos isolados tém sido amplamente empregadas para a identificagdo dos
AGs (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991).

No Brasil, sdo escassos os trabalhos sobre o patosistema R. solani e
cenoura. Tendo-se como referéncia a maioria dos trabalhos realizados com
outras culturas ou em outros paises, sob condi¢des edafo-climaticas diferentes
das predominantes nesse estudo, isso implica em desconhecimento da biologia e
ecologia do patégeno, aspecto importante no estabelecimento de manejo
(Michereff Filho et al., 1996). Outro problema esta na gama de metodologias
empregadas na producdo do inéculo do patogeno e na infestacdo do solo para o
desenvolvimento de estudos cientificos.

Como o patéogeno causa tombamento apenas na fase inicial de
desenvolvimento da planta, medidas de manejo devem reduzir a quantidade de
inéculo no inicio do plantio. O tratamento de sementes com produtos fungicidas
¢ uma medida eficiente no controle da R. solani (Machado, 1988). Entretanto,
para o tratamento de sementes, as doses de fungicidas sdo reduzidas, podendo
mascarar o resultado de um fungicida eficiente no controle de tombamento de
plantulas, devido a subdosagens.

Assim os objetivos neste estudo foram caracterizar os isolados de R.
solani quanto ao grupo de anastomose, avaliar metodologias para quantificagdo
e incorporacao do indculo no substrato e verificar a eficacia do tratamento de
sementes e de sulco por produtos quimicos no controle da Rhizoctoniose na

cultura da cenoura.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Patogeno - Aspectos de variabilidade populacional de Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kiihn é a fase assexuada de Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk, Basidiomycetes da familia Ceratobasidiaceae (Sneh et
al., 1991). E comumente associado & podridio de pré-emergéncia e ao
tombamento em pds-emergéncia, também conhecido, mundialmente, como
damping-off. Sua ocorréncia depende de varios fatores, principalmente da alta
umidade e de alto potencial de indculo no solo. A doenga é mundialmente
distribuida, causando reducdo de estandes e de produtividade em praticamente
todas as hortalicas (Vale et al., 2001). Silva et al. (1996) ressaltam, ainda que,
estando presente no solo ou nas sementes, este patogeno pode, além de causar
perdas significativas na fase de plantulas, agir como fonte de indculo para
culturas subseqiientes.

Na cultura da cenoura, dependendo do estadio de crescimento da planta,
no qual ocorre a infeccdo, podem-se ter diferentes tipos de doengas, como
tombamento de plantulas, podriddo da coroa e cancro da raiz, que continuam
suscetiveis ao patéogeno durante todo o ciclo da cultura. No tombamento de
plantulas, o fungo ocorre em plantulas na linha do solo, causando lesdes
marrom-escuras no caule e na haste; com o progresso, ocorre completo
estrangulamento do colo da planta, levando a morte. Para a podriddo de coroa
originam-se plantas mal formadas e encurtamento das raizes, e o cancro da raiz
causa lesOes necroticas transversais nas raizes tuberosas, diminuindo o valor
comercial da cultura (Henz et al., 2000; Mildenhall & Williams, 1973).

A identificagdo de R. solani ¢ feita por hifas multinucleadas, formando

angulos de noventa graus em suas ramificagdes. Nao ocorre esporulagdo na fase



de anamorfo, sendo a variabilidade genética obtida a partir da fusdo de hifas de
isolados distintos e a sobrevivéncia do mesmo em condi¢goes desfavoraveis, a
colonizac¢do, por esclerddios (Sneh et al., 1991).

R. solani ¢ um patogeno complexo, formado por grupos de individuos
relacionados, mas geneticamente isolados, os quais sdo agrupados com base na
anastomose de hifas, sendo essa uma reagdo de compatibilidade ou
incompatibilidade somatica entre os individuos (Anderson, 1982; Carling et al.,
1987). Pode-se observar a fusdo de hifas de isolados representando o mesmo
grupo de anastomose (ou AG, do inglés Anastomose Group), enquanto nao se
observa essa reacdo com isolados de diferentes AGs. Sdo reconhecidos 12
grupos de anastomose de hifas em R. solani, denominados AG-1 até AG-11 e
AG-BI (grupo bridging isolate), conforme Sneh et al. (1991).

A caracterizagdo de grupos de anastomose e de grupos intraespecificos
(ou ISG do inglés Intraspecific Group), baseada na morfologia, fisiologia,
genética e patologia representa resultados mais consistentes na tentativa de se
obter padrdes de variagdo genética existente em espécies de Rhizoctonia. Varias
outras caracteristicas podem ser empregadas para agrupar isolados de R. solani
em AGs e ISGs, dentre estas o requerimento de vitaminas, a taxa de crescimento
micelial, a temperatura 6tima para o crescimento, o tipo de esclerédio produzido
e os estudos de similaridade de seqiiéncia de bases do DNA (Ogoshi, 1987; Sneh
etal., 1991).

Trabalhos anteriores a década de 1970 registram correlagcdo positiva
entre diferentes AGs de R. solani e morfologia da colonia, assim como fisiologia
e patogenicidade dos isolados (Richter & Schneider, 1953; Sherwood, 1969,
citado por O'Sullivan & Kavenagh, 1991). Porém, essa correlacdo entre
caracteristicas culturais e de patogenicidade nem sempre pode ser observada
para alguns AGs (Flentje & Saskena, 1957 e Houston, 1945 citados por
O’Sullivan & Kavenagh, 1991).



Apesar de ndo terem hospedeiros especificos, os diferentes AGs
possuem certa tendéncia para essa caracteristica. Dentre eles, 0 AG-4 apresenta
distribuicdo mais ampla, em termos de plantas hospedeiras e de sintomas. Com
relacdo a descricdo de AGs em hortalicas, observa-se que os isolados dos
grupos AG-9 e AG-3 estdo associados ao cultivo de batata, no Alasca e USA,
respectivamente (Carling et al., 1987; Escande & Echandi, 1991). Isolados
pertencentes aos grupos AG-2, AG-4 ¢ AG-5 sdo registrados em campos de
beterraba na Irlanda (O Sullivan & Kavanagh, 1991). Bolkan & Ribeiro (1985)
identificaram os AGs de 130 isolados de R. solani obtidos de 31 espécies de
plantas provenientes de onze estados do Brasil; desses isolados, aqueles
pertencentes ao AG-4 foram encontrados em plantios de cenoura e beterraba do
Distrito Federal, enquanto isolados pertencentes ao AG-3 foram encontrados em
batatais nos estados de Goids e Sdo Paulo. Relatos mais recentes mencionam
AG-1 em alface e AG-4 em tomate, meldo, brocolis e espinafre (Kuramae et al.,
2003).

Fungos morfologicamente similares a R. solani, porém, com hifas bi ou
multinucleadas, foram isolados de partes aéreas e subterrdneas de plantas e
agrupados no grupo taxonémico “Binucleated Rhizoctonia spp.” (BnR). Nesse
grupo, isolados ndo patogénicos conseguiram suprimir a Rhizoctoniose em
algumas culturas, constituindo potencial antagonista a R. solani (Burpee &
Goulty, 1984; Escande & Echandi, 1991).

Em fungos, o operon que codifica o RNA ribossomal (rDNA) foi
extensivamente usado para estudos de sistemdtica molecular e filogenética
(White et al., 1990), inclusive para inferir relagdes taxonOmicas entre o0s
diferentes AGs de R. solani (Gonzales et al., 2001). A seqiiéncia de nucleotideos
das regides espagadoras internas do rDNA (ITS1 e ITS2) também tem sido
igualmente utilizada, podendo, inclusive, servir como subsidio para embasar a

proposicdo de uma nova classificagdo (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991). Liu &



Sinclair (1993) diferenciaram AG-1 em seis intra-especificos (AG-1-IA, 1-1B, 1-
IC, 1-ID, 1-IE, e 1-SE) baseados em RFLP de rDNA e composi¢des de
isoenzimas. Os dados de seqiiéncias de DNA, devido a quantidade e a
reprodutibilidade das informagdes que encerram, sdo também utilizados para
estudos de genética de populagdes de fungos, em que a variagdo no rDNA ¢
sempre menor dentro de uma Tnica espécie fingica que entre espécies distintas
(Carbone & Kohn, 2004).

Por meio de métodos filogenéticos, a analise da variacdo na seqiiéncia
de DNA possibilitou examinar padrdes ancestrais da diversidade genética atual
encontrada (Carbone & Kohn, 2004) e inferir sobre a histéria dos alelos ou
haplétipos. Conhecendo a historia filogenética dos alelos em loco & possivel
separar entre um grupo de populagdes, eventos demograficos do passado, dos

eventos do presente (Templeton, 1998).

2.2 Ecologia e epidemiologia do tombamento por R. solani

R. solani ¢ frequentemente isolado de plantas doentes e do solo. Os
isolados diferem quanto as suas caracteristicas morfoldgicas, culturais e de
patogenicidade. Essas diferencgas sdo freqiientemente associadas a varia¢des na
viruléncia de isolados (Ogoshi, 1987).

Por ser um fungo habitante natural do solo, sobrevive como saproéfita,
colonizando matéria organica ou na forma de esclerodios (Ogoshi, 1987).
Estudos de ecologia e epidemiologia de R. solani requerem quantificagdo do
inoculo. Isso também ¢é necessario para estabelecer relagdes de incidéncia e de
severidade da doenca com a flutuagdo populacional do patdégeno no solo.

Para estimar a densidade populacional do patdégeno no solo, pode-se
incorporar amostras deste em meio de cultura, permitindo o crescimento da

coldnia a partir de cada particula do solo. O uso de iscas possibilita estimar o



numero de propagulos no solo e sua capacidade para colonizar substratos, com
maiores implica¢des epidemioldgicas e ndo somente de densidade de inoculo
(Campbell & Madden, 1990).

A mera existéncia de propagulos de R. solani, detectados a partir do seu
isolamento do solo, ndo implica, necessariamente, em condi¢do suficiente para
causarem infeccdes. Iscas vegetais permitem determinar a capacidade saprofitica
e competitiva do patogeno, além de estimarem seu potencial de inoculo e sua
sobrevivéncia no solo e no substrato (Papavizas & Davey, 1962; Papavizas et
al., 1975). Sementes ou segmentos de caule, de tubérculos e de raizes sdo
utilizados como iscas, com sucesso, em estudos epidemiologicos com
Rhizoctonia spp. (Carling et al., 1987; Michereff Filho et al., 1996; Weinhold,
1977). No entanto, o método de iscas precisa ser testado quanto a sua eficiéncia
com relagdo ao patossistema envolvido, em funcdo de variacdes na colonizagao
das mesmas, atribuidas ao tamanho e a condi¢dao nutricional do inéculo, entre
outros fatores. Essa eficiéncia pode ser conseqiiéncia do grau de especificidade
dos isolados de R. solani, em vista da pressdo de selecdo exercida no cultivo
agricola (Sanfuentes Von Stowasser, 2000).

Sob determinadas condi¢des, R. solani pode produzir estruturas de
sobrevivéncia, formando tufos de células largas e curtas semelhantes a
clamidosporos ou esclerodios, comuns em tubérculos de batata. Depois de
estabelecido na area, o fungo pode associar-se a varios hospedeiros e sobreviver
em restos culturais. Pode ser disseminado pela agua da chuva ou de irrigagdo,
por implementos agricolas ou outros meios carregando solo contaminado,
inclusive material propagativo (Agrios, 2004).

A temperatura influencia tanto a patogenicidade quanto a viruléncia de
R. solani. Mildenhall & Williams (1973) relatam R. solani AG-2 causando
severas podridoes e pontuagdes necroticas em raizes de cenoura nas

temperaturas controladas de 20°C, 24°C e 28°C, enquanto que a 16°C, houve



baixa severidade. Em beterraba, a severidade do damping-off de pré-emergéncia
¢ maior entre 10°C a 15°C, mas, existe diferenca na patogenicidade dos isolados
AG-4 afetando a germinacdo e a formacdo das radiculas antes dos cotilédones
emergirem e o isolado AG-2 causando lesdes necrdticas no hipocotilo
(O’Sullivan & Kavanagh, 1991). Em batata, isolados pertencentes ao AG-3 sdo
mais virulentos a 10°C, danificando brotacdes, enquanto isolados do AG-5
causam maiores danos aos 15°C e 21,9°C (Carling & Leiner, 1990). Conforme
Zambolim et al. (2000), em regides produtoras de batata-semente, como o sul de
Minas Gerais, temperaturas entre 12°C e 18°C e alta umidade sdo favoraveis ao
desenvolvimento do patégeno, observando-se lesdes nas hastes, formagdo de
tubérculos aéreos e esclerédios nos tubérculos. A temperatura também tem
influéncia na velocidade do crescimento micelial; como foi observado por
Mildenhall & Williams (1973), sdo necessarios, no minimo, oito dias de
temperatura constante para se alcancar o maximo de desenvolvimento.

O micélio de R. solani ndo resiste a periodos prolongados de seca (Cook
& Papandick, 1972), assim como observado por Michereff Filho et al. (1996),
quando registraram redugdo na populagido do patdégeno em lavoura de feijao, nos
periodos de baixa precipitacdo pluvial. Observa¢des semelhantes foram feitas
em jardim clonal de mudas de eucalipto (Sanfuentes Von Stowasser, 2000).
Bruggen et al. (1986) observaram aumento na severidade da Rhizoctoniose em
plantulas de feijao com aumento na umidade do solo. Esse aumento pode, ainda,
estar relacionado a fatores quimicos, fisicos e bioldgicos do solo como um todo
(Fenille & Souza, 1999). A irrigacdo, pratica comum em hortalicas, tem
influéncia no desenvolvimento de doengas radiculares, por favorecer a umidade
no solo, ideal para a germinagdo de esclerodios e crescimento de hifas. Redugdes
na irrigagdo em lavouras de beterraba diminuiram a incidéncia de multiplas
doengas de raizes causadas por um complexo fingico, incluindo R. solani

(Harverson & Rush, 2002).



Viarias metodologias sdo empregadas na tentativa de multiplicar o
patogeno artificialmente. A produgdo do indculo ¢é diferenciada em fungdo do
substrato utilizado, como arroz (Michereff et al., 1996), aveia (Goulart, 2002) e
outros, que tém os seus tempos de colonizagdo, secagem, armazenagem ¢
viabilidade do indculo, diferenciados em funcdo do substrato utilizado. Os
estudos também apresentaram modifica¢cdes na forma de inoculagdo no solo,
diferindo nas densidades de inéculo e na distincia do indculo a semente
(Michereff filho et al., 1996). Esses autores observaram que concentracdes de
indculo entre 50 a 300 mg-kg" de solo favoreciam o aumento da incidéncia do
tombamento de plantulas de feijdo, principalmente com o aumento da
concentragdo do indculo, assim como a proximidade do inoculo das sementes
aumentava a severidade da doenga. Por sua vez, Santos et al. (2006), utilizando a
mesma metodologia para a producdo do indculo em grios de arroz, em estudos
para feijoeiro e algodoeiro, encontraram as melhores doses de 72 e 144 mg-kg™

de substrato. Entretanto, o autor utilizou substrato autoclavado.

2.3 Controle quimico do tombamento por R. solani

A principal dificuldade em controlar doengas causadas por patégenos de
solo, como a Rhizoctoniose, deve-se ao fato de, geralmente, elas ndo serem
detectadas antes da ocorréncia de perdas. Dessa forma, as medidas a serem
adotadas no manejo da doenga devem ser capazes de reduzir o indculo inicial ou
preveni-lo.

Dentre o conjunto de praticas recomendadas para o controle do
tombamento, o tratamento das sementes com fungicidas eficientes tem sido, até
o momento, a principal medida adotada e a opg¢do mais econOmica para

minimizar os efeitos negativos dessa doenca (Goulart, 2002).



O tratamento de sementes tem importante papel no manejo da
Rhizoctoniose, entretanto, a recomendagdo dessa pratica requer cautela e
estudos, pois o patdgeno possui ampla gama de hospedeiros. Para o uso de
fungicidas no tratamento de sementes, devem-se ter certos cuidados. O produto
deve ser toxico ao patdogeno e ndo a semente, mesmo no dobro da dose; deve ser
atoxico ao homem e animais, ndo acumulavel no solo e também capaz de ser
armazenado sem deteriorizagdo (Machado, 2000). Entre os fungicidas protetores
para o tratamento de sementes contra espécies de Rhizoctonia, podem ser
citados: Thiram (ditiocarbomato), Captan (dicarboximida) e Quintozene
(nitrobenzeno). Este ultimo tem atuag@o destacada no controle de fungos de solo
que produzem esclerddios, como Rhizoctonia e Sclerotium. Nos produtos
sist€émicos, o Carboxin € seletivo para o controle de fungos pertencentes ao filo
Basidiomycetes, como Thanatephorus (Rhizoctonia) e aos causadores de carvao
(Machado, 1988).

O tratamento de sementes com fungicidas vem sendo desenvolvido
recentemente, como alternativa no manejo das infecgdes de semente e plantulas
por R. solani em culturas como a soja e o algoddo (Dorrance, 2003; Goulart,
2002). O efeito da especificidade dos fungicidas contra R. solani ¢ baseado na
variabilidade e depende dos grupos de anastomose, segundo estudos in vitro, em
que isolados de quatro diferentes grupos de anastomose foram varidveis na
sensibilidade a Carboxin, Quintozene e triadimefon; ao mesmo tempo, muitos
isolados sdo sensiveis a iprodione (Martin et al., 1984). Kataria et al. (1991),
confirmam o descrito e dividem esta sensibilidade de Rhizoctonia spp. em varios
grupos de fungicidas, dentre os quais incluem-se os hidrocarbonatos aromaticos
(quintozene, chloroneb o o fosforado methyl-tolclophos), benzimidazodis
(benomyl, carbendazim, tiofanato-metilico e thiabendazol), carboximidas

(carboxin), dicarboximidas (iprodione, vinclozolin e diclozolin), triazois e

10



(triadimenol, propiconazole, cyproconazole), morfolinas (fenpropimorph) e
feniluréia (pencycuron).

O fungicida pencicuron, do grupo quimico das feniluréia, tem registro
para o controle de R. solani em diversas culturas, inclusive para cenoura, no
Brasil. Ha décadas sua eficiéncia vem sendo avaliada nos diferentes grupos de
anastomose de R. solani, assim como para isolados de Rhizoctonia sp.binucleada
(Kataria et al, 1991; Sumner, 1987). As feniluréia pertence ao grupo dos
fungicidas ndo-especificos, também podendo ser considerado como “inibidores
de sitios multiplos”, ou seja, esses compostos podem agir sobre mais de um
metabolismo de acdo no organismo do fungo, conectando-se a varias enzimas e
compostos biologicamente significativos. Outra caracteristica dos fungicidas de
modo de acdo ndo-especificos é reduzir pouco ou nenhum risco de resisténcia,
sendo utilizado como estratégia relevante na prevencdo de surgimento de
resisténcia (Delen & Tosun, 2003).

As dicarboximidas incluem o iprodione, vinclozolin, procimidone e
clozolinato, todos comercializados atualmente. Este grupo possui acdo efetiva
contra varios géneros e o fungicida iprodione também possui alta atividade
contra R. solani (Datnoff et al., 1997). Os componentes ciclicos de amido
presentes nos dicarboximidas sdo as oxazolidinediones (vinclozolin e
clozolinato), succinimide (procimidona) ou hidantoinos (iprodione). Estas
diferencas estruturais sdo fatores que condicionam o espectro de agdo dos
fungicidas (Pommer & Lorenz, 1995, citados por Dellen & Tosun, 2004).
Embora o modo de acdo das dicarboximidas ainda ndo esteja completamente
esclarecido, sabe-se que elas inibem a germinagdo de esporos € o crescimento
micelial, além de ocasionar rachaduras nas pontas das hifas e ramificagdes
anormais (Dellen & Tosun, 2004).

Os fenilpirroles s3o compostos por dois fungicidas comerciais:

fenpiclonil e fludioxonil. O grupo fenilpirroles possui amplo espectro de

11



atividade contra Ascomycetes, Basidiomycetes e Anamorfos (Koller, 1998).
Fenpiclonil e fludioxonil sdo estaveis contra a hidrolise e a decomposi¢do no
solo. Esta estabilidade ambiental os torna tuteis no controle de doengas em
sementes. O modo de agdo do fenilpirrole envolve a inibicdo do agucar e da
absor¢do de aminoacidos em fungos. Detalhes da a¢cdo do inibidor permanecem
desconhecidos. Entretanto, ocorrem problemas de resisténcia cruzada entre o
fludioxonil e as dicarboximidas, indicando que ambos apresentam o mesmo
modo de a¢do, caracterizados como sistémicos (Dellen & Tosun, 2004).

As estrobilurinas sdo também conhecidas como fungicidas
metoxiacrilates (MOA) ou Qol (quninol inibidor externo). O desenvolvimento
desse grupo ¢ baseado em inibidores naturais antifingicos, como a estrobilurina
A, oudemansina A e mixotiazol A. As estrobilurinas controlam um amplo
espectro de doencas incluindo aquelas causadas por Oomycetes, Ascomyicetes,
Basidiomycetes e seus anamorfos (Dellen & Tosun, 2004). Além da atividade de
contato, eles possuem propriedades translaminares sistémicas e como resultado
de difusdo da fase de vapor, até quasistémicas (mesosystemic) (Gold et al.,
1996). As estrobilurinas utilizam um novo sitio alvo em fungos, inibindo a
transferéncia de elétrons no complexo bc; (ubihidroquinonas: citrocromo c
oxidoredutase) na mitocondria, tendo como resultado a inibi¢cdo do crescimento
micelial do fungo e n3o germinagdo de esporos (Dellen & Tosun, 2004).
Portanto, esses fungicidas possuem propriedades erradicantes e protetoras (Gold

et al., 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo da populacio de R. solani em solos cultivados com cenoura, no
estado de Minas Gerais
3.1.1 Coleta

Foram selecionadas duas regides produtoras de cenoura, em sistema de
cultivo irrigado em Minas Gerais, nos municipios de Lavras e de Sdo Gotardo,
cujas lavouras tinham histérico de R. solani. Em cada lavoura foram coletadas
amostras de solo, at¢ a profundidade de 15 cm, para se obter isolados,
amostrando-se dez diferentes pontos (Papavizas et al., 1975; Sanfuentes Von
Stowasser, 2000). As amostras (500 gramas) foram acondicionadas em sacos
plésticos e armazenadas a temperatura ambiente por, no maximo, cinco dias, até
sua utilizagdo. Também foram coletadas as raizes tuberosas de cenoura, com

sintomas de cancro de raiz, presentes na area de produgdo e comercializagio.

3.1.2 Isolamento fiingico
3.1.2.1 Isolamento de R. solani nas amostras de solo

De cada amostra de solo coletada e identificada quanto a sua origem,
foi retirada uma amostragem para isolamento de R. solani, utilizando-se o
método de iscas (Huang & Kulhman, 1989 modificado). Raizes de cenoura
sadias foram lavadas com agua e sabdo, flambadas duas vezes apo6s imersdo em
alcool 95°GL e, em seguida, cortadas em cilindros de 0,5 cm x 1,5 cm.
Colocaram-se 20 iscas por caixas plasticas tipo Gerbox (13 x 13 x 4 cm).
Adicionaram-se 200 gramas da amostra de solo, coletadas no campo, sobre as
iscas. Ajustou-se a umidade do solo para a capacidade de retencdo de agua
(70%) e incubou-se por quatro dias, a 20°C. Apds esse periodo, os fragmentos

foram cuidadosamente retirados do solo, lavando-se em agua de torneira por trés
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minutos. Em seguida, foram desinfestados com hipoclorito de sédio a 1% por
tr€s minutos, sendo enxaguados duas vezes em agua autoclavada e semeados em
placas de Petri de 9 cm contendo meio agar-dgua 2% (10 — 12 mL), distribuindo-
se cinco iscas por placa. Apos 48 horas de incubacdo a 20°C, avaliou-se, sob
microscopio esteroscopico, a presenga de R. solani crescido na superficie das

iscas.

3.1.2.2 Isolamento de R. solani nas amostras de raizes
Plantas de cenoura com sintomas de cancro de raiz foram desinfestadas

superficialmente e, pelo procedimento de rotina de laboratério, foi feito o
plaqueamento direto da parte interna da lesdo, em meio malte e 4gar-agua,
adicionando-se 350 ppm de oxitetraciclina. As colonias com hifas,
caracteristicas de R. solani, foram repicadas para placas de Petri e tubos de
ensaio com meio batata-dextrose-agar (BDA) e armazenadas em temperatura

ambiente para posterior estudo de caracterizagdo dos isolados.

3.1.3 Identificacido dos isolados, quanto ao grupo de anastomose
3.1.3.1 Numero de nicleos

As hifas de culturas ativas dos isolados mantidas em BDA foram
transferidas para laminas coradas com “Safranim — O” (Bandoni, 1971, citado
por Carling et al., 1987) ou, ainda, os micélios crescidos por dois dias, em meio
liquido de batata-dextrose (BD), foram corados pelo método HCL-Giemsa
(Herr, 1979), sendo, em seguida, transferidos para laminas com tampao fosfato e
observadas ao microscopio de luz (x 400). Foram feitas, pelo menos, 50

observacgdes por isolado para sua caracterizacdo (Carling et al., 1987).

3.1.3.2 Grupo de anastomose

A identificacdo dos grupos de anastomose foi feita de acordo com o
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método de Parmeter modificado (Carling et al., 1987). Em laminas contendo o
meio 4gar-agua 2%, foram pareados os discos de micélio do isolado-teste e
isolado-campo em extremidades opostas. As laminas foram postas em cadmara
umida e incubadas na BOD a 20°C por 24 a 48 horas, onde foram monitoradas
em microscopio de luz, até a observacao da sobreposicdo. Em seguida, as
laminas foram coradas com azul de tripan 0,05% em lactofenol e reavaliadas ao
microscopio de luz (x 400) quanto a anastomose das hifas. Para a certificagdo da
anastomose, a fusdo da parede celular e plasmalema acompanhada da morte de
células adjacentes (reagdo K) foram visualizadas, em pelo menos, dez sitios de
fusdo para cada leitura de anastomose positiva. Os isolados-testes foram obtidos
da micoteca da Universidade de Federal de Vigosa e da Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro (Tabela 1).

3.1.3.3 Determinacio da patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi determinada em teste preliminares
com plantulas de cenoura cultivadas sob condi¢des controladas de 20°C e
fotoperiodo de 12 horas. As sementes foram semeadas em vasos de 3 litros
contendo substrato Plantmax® autoclavado (120°C, 180 min, 1 atm, em 3
etapas). O inéculo referente a cada isolado a ser testado foi obtido utilizando-se
o método descrito por Michereff Filho et al. (1996) com algumas modificagdes.
O substrato foi infestado com inéculo equivalente a 72 mg-kg” de substrato. As
avaliagcdes foram realizadas diariamente, do oitavo ao trigésimo dia apds a
semeadura(DAS), observando-se o nlimero de plantulas emergidas e tombadas.

Os isolados selecionados foram utilizados nas outras etapas deste
trabalho. Trés isolados-campo e onze isolados-teste, obtidos neste estudo, foram
depositados na Coleg¢do Micologica de Lavras (CML), na Universidade Federal

de Lavras.
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TABELA 1. Origem dos isolados-testes de grupos de anastomose de
Rhizoctonia solani. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Codigoda Grupo de Hospedeiro ou Procedéncia Cedido por:

cultura  anastomose substrato de
de hifas origem

CSIW AGI-1A Oriza sativa China, Japio 'Z.L.LIU**
PS4 AG2-1 Pisum sativum L. China, Japdo *A. OGOSHI*
C96 AG2-111B Juncus sp. Japao/1972  A. OGOSHI**
65L.2 AG2-22B Glicines max M.  Estados Unidos Z.L.LIU*
RI64 AG2-21V Beta vulgaris Japao/1960  A. OGOSHI*
ST9 AG3 Solanum sp. Japdo Z.L. LIU*
140 AG4 Medicago sativa L. Estados Unidos Z.L.LIU*
CU8904 AG5 Cucurbita pepo L. China Z.L.LIU*
OHT-1-1 AG6 Solo Japao/1977  A. OGOSHI*
HO-1556 AG7 Solo Japao/1979  A. OGOSHI*
TS-2-4 AG-BI Solo Japao/1977  A. OGOSHI**

'Dr. Akira Ogoshi, Plant Pathology, Faculty of Agriculture — Hokkaido
University, Kita 9, Nita-Ku, Sapporo 060, Japan.

*Dr. Zoglin L. Liu and Dr. J. B. Sinclair, Plant Patology, University of Illinos at
Urbana-Chapaign, College of Agriculture, 1102 South Goodwin Avenue,
Urbana, IL 61801, USA.

*Dr. Acelino Couto Alfenas

Universidade Federal de Vigosa, MG

**Dr. Silvaldo Felipe da Silveira

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ

3.1.3.4 Caracterizagio molecular de regiées do DNA ribossomal de R. solani
Foram analisados dois isolados de campo, provenientes de raizes de
cenoura ¢ 10 isolados-teste (Tabela 1), exceto o de codigo C96. Os isolados do

banco de dados estdo descritos na Tabela 7A.
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3.1.3.4.1 Extracao de DNA (Moller et al., 1992)

Os isolados de R. solani foram cultivados em 50 mL de meio liquido de
extrato de malte e incubados em agitador (80rpm) a temperatura ambiente por
trés dias. Para extrair o DNA gendmico total, o micélio foi inicialmente filtrado
em filtro de porcelana, com o auxilio da bomba de vacuo e, em seguida,
macerado em nitrogénio liquido na presenca de PVP (polivinil pirrolidona). Para
cada 150 mg de micélio, foram adicionados 750uL de tampdo de extracdo
(CTAB 3%; 100mM Tris-HCI pH 8,0; 20mM EDTA; 1,4M NaCl; PVP 2%; 2-
mercaptaetanol 0,5%) e o material foi incubado a 65°C, durante 60 minutos,
homogeneizando-se a cada 10 minutos. Depois, foram adicionados 600uL de
cloroférmio:alcool isoamilico, na proporgdo 24:1, agitando-se gentilmente e as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante (cerca de 550ul) foi transferido para tubos eppendorf,
acrescentando-se, em seguida, 143uL de NaCl 5N e 65uL de CTAB 10%. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas a 65°C por 10 minutos. Apds esse
periodo, foram adicionados 600uL de cloroférmio:élcool isoamilico (24:1) e as
amostras foram novamente centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante (550uL) foi transferido para outros tubos, que foram incubados
em gelo durante 30, apds a adi¢do de 225uL. de NH4Ac 5M e homogeneizagao.
Em seguida, centrifugou-se a amostra a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C; o
sobrenadante foi transferido para novo tubo e o DNA foi precipitado por adigdo
de 600ulL de isopropanol absoluto gelado, incubacdo a —20°C durante 30
minutos e centrifuga¢do 14.000 rpm por 10 minutos. Os pellets foram lavados
com 600uL de etanol a 70%, gelado, secados a vacuo e ressuspendidos em 60uL
de tampao TE (10mM de Tris-HCI pH 8,0 e ImM de EDTA). O DNA obtido foi

analisado por eletroforese em gel de agarose (0,7%).
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3.1.3.4.2 Amplificacido dos fragmentos ITS 1,5.8 Se ITS 2

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR (polymerase chain
reaction), utilizando-se um par de primers para as regides do rDNA,
denominadas ITS 4 (5’GCGGGTAGTCCTACCTGATTGA3’) e ITS 5
(5’GTAGGTGACCTGCGGAGGATC’). A reagdo foi composta por 2ulL do
DNA, 5uL do tampao 10X (0,5M Tris-HCI; 0,7M KCI; 0,1M MgCl, pH 8,0),
1,5uL de MgCl, (50mM), 1uL de dNTP (2mM), 2uL de cada primer na
concentragdo de 10pmol/uL, 1uL de Taq DNA polimerase (5un/uL), 35,5uL de
agua ultrapura. A amplificacdo foi realizada no termociclador PCT-100 (MJ
Research, Inc. USA), empregando-se 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 1 hora a
55°C, 2 minutos a 72°C, seguido de um ciclo final de 5 minutos a 72°C. O

produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose (0,7%).

3.1.3.4.3 Purificacio e seqiienciamento do DNA amplificado

Apos a verificacdo do tamanho correto da banda, o DNA foi purificado a
partir do gel de agarose utilizando-se o Kit QiAquick®(Quiagen DNA),
seguindo-se as recomendagdes do fabricante. A qualidade e a concentracdo do
DNA foram estimadas também por eletroforese em gel de agarose (0,7%). O
seqiienciamento foi realizado no Laboratério NBA, do Nucleo de Biologia

Aplicada, EMBRAPA, Sete Lagoas, MG.

3.1.3.4.4 Analises das seqiiéncias

Apo6s a correcao das seqiiéncias, com o auxilio dos cromatogramas, as
seqliéncias foram analisadas, fazendo-se a comparacdo das mesmas entre si e
com outros 32 isolados de R.solani disponiveis no Gene Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para o alinhamento multiplo foi utilizado o

programa Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e para a analise

filogenética, foi utilizado o programa Mega 3.1 (Molecular Evolutionary
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Genetics Analysis), disponivel em: (http://www.megasoftware.net/). Foram

construidas arvores filogenéticas, com bootstrap de 2.000 repetigdes,

considerando-se somente os valores superiores a 25%.

3.2 Avaliacdo de métodos de inoculagio de R. solani para solos cultivados
com cenoura
3.2.1 Analise das sementes e substrato utilizado, determinacao da umidade
do substrato e producio do inéculo
3.2.1.1 Perfil das sementes

Sementes de cenoura, cultivar Juliana, foram analisadas quanto a
qualidade sanitaria e fisiologica (teste de emergéncia), conforme recomendagdes
das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992). Estas analises foram
realizadas na Clinica Fitossanitaria (DFP) e no Laboratério de Analise de

Sementes (DAG), respectivamente na Universidade Federal de Lavras.

3.2.1.2 Perfil do solo

Foi utilizado solo (Latossolo Vermelho distroférrico), horizonte B, nao
esterilizado, na proporgdo de 3:1, solo e areia. Analise de rotina para sanidade do
solo foi realizada da mistura previamente peneirada, retirou-se amostra de 20g,
que foi lavada em agua destilada por cinco vezes e uma sexta vez por agua
destilada autoclavada, seca em placa de Petri de 15 cm de didmetro com dupla
camada de papel de filtro. Ap6s 16 horas, foi feito o plaqueamento de
fragmentos do solo em placas de Petri de 9 cm de didmetro com meio de cultura
agar agua e malte. As placas foram incubadas a 20°C, fotoperiodo de 12 horas e
avaliadas com 24 e 48 horas, identificando os patoégenos desenvolvidos.
Colonias com suspeita de R. solani foram replaqueadas para diagnose mais

precisa.
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3.2.1.3 Determinacio da capacidade de retencio de umidade nos vasos

Os calculos foram feitos conforme as recomendacdes das Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992) com modifica¢cdes. Adicionaram-se 3L de
agua em 3kg do substrato solo/areia, correspondente ao volume de um vaso.
Quantificou-se o volume de agua escorrido. Por diferenca, determinou-se o
volume de agua retido. Este valor foi corrigido por um fator de corregéo
especifico; determinou-se a quantidade de agua por vaso, com o solo seco. Apos
48 horas, novos calculos foram feitos, para a recarga. Os dados foram obtidos

dentro da camara de crescimento a 20°C.

3.2.1.4 Producio do indculo em graos de arroz

Utilizou-se a metodologia descrita por Michereff Filho et al. (1996) com
modifica¢des. O indculo foi obtido a partir de culturas com cinco dias de idade,
crescidas em meio batata-dextrose-agar (BDA), sob regime de luz continua e
temperatura de 20°C. Trés discos de micélio com 9 mm de didmetro foram
transferidos, em ambiente asséptico, para sacos plasticos de polietileno de
10x17cm, contendo 60 g de arroz pré-cozido e autoclavado (120°C, 30 min., 1
atm), incubado por 8 dias, em fotoperiodo de 12 horas a 20°C. O arroz
colonizado foi acondicionado em saco de papel e seco a sombra, em temperatura
ambiente, por 96 horas. Posteriormente, esse indculo constituido de arroz e R.
solani foi triturado em multiprocessador, peneirado em malha de 0,180 mm e
armazenado em saco plastico fechado. Antes de cada ensaio, o inoculo foi
semeado em 4gar-dgua (2%), para avaliar sua viabilidade, analisando-se
visualmente o crescimento micelial caracteristico de R. solani e posterior

confirmagdo em microscopios de luz.

3.2.2 Avaliacao de métodos de inoculaciao

Sementes de cenoura da cultivar Juliana foram semeadas em sulcos de 2
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cm de profundidade em vasos plasticos de 3 litros, contendo o substrato
solo/areia (3:1), ndo esterilizado e inoculado com R. solani (AG-4), por quatro
diferentes densidades de inoculo, em trés formas de infestagdo. A testemunha
consistiu do plantio de sementes em solo ndo infestado. O experimento foi
conduzido em camara de crescimento a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Os tratamentos testados para a inoculagdo basearam-se em quatro
densidades de in6culo 9, 18, 36 ¢ 72 mg de indculo por kg de solo, com trés
formas de infestagdo artificial do solo, sdo elas: o indculo misturado a 100% do
solo que preenchia os vasos (semelhante a infec¢do natural); o indculo
incorporado a 10% de solo, na parte superior do vaso (praticidade para
desenvolver trabalhos de campo) e o in6culo adicionado em contato direto com
as sementes, antes do plantio (caracterizando sementes infestadas).

O delineamento experimental utilizado no ensaio foi o de blocos ao
acaso, com esquema fatorial de 4 x 3 (densidades e formas de aplica¢do), com 5
repeti¢des, sendo a unidade experimental um vaso com 40 sementes.

Avaliaram-se a emergéncia e o tombamento de plantulas, por meio de
inspegoes diarias, a partir do oitavo dia apos a semeadura (DAS) até o trigésimo
dia apés a semeadura. Para andlise dos dados, foi calculado o indice de
velocidade de emergéncia (IVE), calculado pela férmula proposta por Maguire
(1962), porcentagem de tombamento pés-emergéncia (%TPOS) e, por

transformacdo, a porcentagem de plantulas tombadas pré-emergéncia (%TPRE).
n
IVE =) Ny/Di, em que:
=
IVE = indice de velocidade de emergéncia;

N; = nimero de plantulas germinadas na 1* contagem, 2 contagem, ... enésima

contagem, respectivamente;
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D; = nimero de dias apds semeadura na 1% contagem, 2% contagem, ... enésima

contagem, respectivamente;

%TPOS = (100 x No)/X¢ , em que:

%TPOS = porcentagem média de tombamento pds-emergéncia
N; = numero de plantas tombadas;

Xt = média de plantulas emergidas na testemunha

%TPRE = [(40 — N,) x (%X)]/100 , em que:

%TPRE = porcentagem média de tombamento pré-emergéncia
40 = constante, correspondente ao numero de sementes por vaso;
N, = numero final de plantulas emergidas;

%X = porcentagem da média de plantulas emergidas na testemunha.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Sisvar® (Ferreira, 2000). As variaveis significativas no teste F foram submetidas
ao teste de médias ou andlise de regressdo. O indice de velocidade de
emergéncia ¢ o tombamento médio de pré-emergéncia foram comparados pelo
teste de Tukey (P < 5%). Para a porcentagem média de pds-emergéncia foram
analisadas densidades entre formas de aplicacdo, ajustando-se modelos linear e
quadratico.

Para confirmar a identidade do patogeno, plantulas com sintomas de
tombamento foram submetidas ao isolamento em meio dgar-dgua, para posterior

analise da sua morfologia.
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3.3 Eficiéncia de fungicidas no controle de R. solani em cenoura

As metodologias para as analises das sementes e contaminagdo do solo,
assim como para producgdo do inoculo, estdo descritas no item 3.2.1. Sementes
de cenoura da cultivar Juliana, foram semeadas em sulcos de 2 cm de
profundidade em vasos plasticos de 3 litros, contendo o substrato solo/areia
(3:1), ndo esterilizado e inoculado com R. solani (AG-4). Utilizaram-se 72
mg-kg ' de solo, incorporado a superficie na camada de 0-2 cm. A testemunha
consistiu do plantio de sementes em solo infestado ndo tratado. O experimento
foi conduzido em camara de crescimento a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Os tratamentos testados foram compostos por cinco fungicidas, em
dosagens para tratamento de sulco e tratamento de sementes, conforme Tabela 2.
O delineamento experimental utilizado no ensaio foi de blocos ao acaso, com
esquema fatorial de 5 x 2 (5 fungicidas e 2 formas de aplicagdo), com 5
repeticdes, sendo a unidade experimental um vaso com 40 sementes.

As avaliagdes foram realizadas diariamente do oitavo ao trigésimo dia
apo6s a semeadura, registrando-se a emergéncia e o tombamento de plantulas.
Para analisar os dados, foi calculado o indice de velocidade de emergéncia
(IVE), a porcentagem média de tombamento pés-emergéncia (%TPOS) e por
transformag¢do a porcentagem média de plantulas tombadas pré-emergéncia
(%TPRE). As formulas estdo descritas no item 3.2.2. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar” (Ferreira, 2000) ¢ as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P < 5%).

Para confirmar a identidade do patdgeno, plantulas com sintomas de
tombamento foram submetidas ao isolamento em meio agar-agua para analise da

morfologia.
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TABELA 2. Dosagens dos fungicidas utilizados para o controle de
Rhizoctoniose, nos ensaios com cenoura, em condi¢des
controladas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fungicida Tratamento de sulco Tratamento de semente
(kg ou g) de i.a./ha (g) de i.a./100kg de semente

pencicuron 650 g 75¢

fludioxonil 62,5¢g 5¢g

iprodione 3,75 kg 50g

procimidone 650 g 50g

azoxistrobim 250 g 125 ¢g

3.4 Patogenicidade de isolados-campo e isolados-testes para a cultura
da cenoura

As metodologias para as analises das sementes e contaminagdo do solo,
assim como para producao do indculo, estdo descritas no item (3.2.1). Sementes
de cenoura da cultivar Juliana foram semeadas em substrato contendo solo:areia
(3:1). Foram utilizados trés isolados-campo: isolado A, isolado B, isolado C e
dez isolados-testes, correspondente aos grupos de anastomose: AG1-IA, AG 2-1,
AG2-21V, AG2-2111B, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6, AG 7, AG — BI e testemunha
ndo inoculada. Na inoculagio, utilizaram-se 72 mgkg' de solo dos diferentes
isolados ja citados, incorporados a superficie na camada de 0 a 2 cm. O
experimento foi conduzido em cdmara de crescimento a 20°C, com fotoperiodo
de 12 horas. O delineamento experimental utilizado no ensaio foi de blocos ao
acaso, com 14 tratamentos e 5 repeti¢des, com 40 plantulas cada.

As avaliacdes foram realizadas do oitavo ao trigésimo dia apds a
semeadura. Apos esse periodo, foram avaliados a emergéncia e o tombamento
de plantulas. Para a analise dos dados, foi calculado o indice de velocidade de

emergéncia (IVE), a porcentagem média de tombamento pods-emergéncia
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(%TPOS) e, por transformagio, a porcentagem média de plantulas tombadas
pré-emergéncia (% TPRE). As formulas estdo descritas no item 3.2.2. As anélises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2000) ¢
as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 5%).

Para confirmar a identidade do patogeno, plantulas com sintomas de
tombamento foram submetidas ao isolamento em meio agar-agua para analise da

morfologia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da populacéo de R. solani em solos cultivados com cenoura

O isolado A foi obtido em raizes comerciais produzidas no municipio de
Lavras. Os isolados B e C foram obtidos no municipio de Sdo Gotardo, a partir
de raizes com sintomas de cancro-de-raizes no material de descarte dos
lavadouros (beneficiadora PADAP e BAC). Foram poucos os isolados obtidos,
em relacdo ao nimero de visitas feitas mensalmente de janeiro a setembro de
2005, principalmente ao municipio de Sao Gotardo, provavelmente devido ao
fato de em 2005, ter ocorrido alta oscilagdo na temperatura ideal para o
desenvolvimento do fungo (Figura 1), entre 20°C e 28°C.

Em cenoura hé relatos do fungo ocasionando podriddes e pontuagdes
necrdticas em raizes nas temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C, quando inoculado
artificialmente, enquanto que a 16°C ocorre pouca infeccdo (Mildenhall &
Williams, 1973). Os autores ainda relataram que in vitro, sob condigdes
controladas de temperatura, houve maximo crescimento micelial do fungo com
seis dias, a 28°C e oito dias a 20°C e 24°C.

O grupo de anastomose também tem influéncia sobre a temperatura ideal
para ocorrer infec¢do. Estudos para isolados de soja apresentaram temperatura
Otima para o crescimento micelial aos grupos AG1 e AG4 de 20°C e AG2-2 ¢
AGS5 de 25°C (Harikrishnan & Yang, 2004). Contudo, no campo, outros fatores
podem influenciar o patogeno além da temperatura e luz. E necessario levar em
consideracdo outros fatores, como umidade, pH do solo, historico da area para a
doenga e para outras plantas hospedeiras e, ainda, o nivel tecnolégico do plantio
que, por sua vez, no municipio de S&o Gotardo, ¢ alto, o que é comprovado pela

sua alta produtividade, 53,2% superior a média nacional (Horticultura, 2006).
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FIGURA 1. Médias quinzenais de temperatura minima
a setembro de 2005. UFLA,
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Niao se obteve éxito na metodologia para isolar R. solani a partir de
amostras de solo naturalmente infestado. A metodologia utilizada foi
desenvolvida para recuperar isolados, a partir de solos esterilizados e infestados
artificialmente, ndo havendo competitividade do patdégeno com outros
microrganismos (Huang & Kulhman, 1989). Sanfuente Von Stowasser (2000),
comparando iscas para quantificar R. solani, observou a maior eficiéncia das
iscas para solo infestados artificialmente em comparagdo aos naturais,
entretanto, a maior colonizagdo para ambos os solos foi por propagulos de
eucalipto, sugerindo especificidade entre o patégeno e o hospedeiro.

Em 90% das amostras coletadas com sintomas caracteristicos de cancro-
da-raiz foi identificado o patdogeno Fusarium oxysporum (Massola Jr. et al.,
2005). Esse patogeno ¢ citado como secundario e ou saprofita na cultura da
cenoura. Esse diagnostico retrata dois graves problemas: o primeiro, a perda do
valor comercial das raizes de cenoura devido a presenca de lesdes e, em
segundo, o diagndstico erroneo por técnicos no campo, pois, até o momento, as
lesdes foram consideradas como tipicas de Rhizoctoniose. Esse fato pode induzir
o uso inadequado de fungicidas, uma vez que os patéogenos sdo anamorfos,
entretanto, de classes fingicas distintas, sendo R. solani um Basidiomycetes, ¢

F. oxysporum um Ascomycetes.

4.1.2 Identificacdo dos isolados, quanto ao grupo de anastomose

Os isolados A, B e C foram caracterizados como R. solani com base no
numero de nucleos, utilizando-se a técnica de coloragao dos nucleos, tanto pelo
corante safranina-O quanto pelo método de coloragdo de nticleos HCL-Giemsa.
Foram observados mais de dois nticleos, dentro de cada célula vegetativa da
hifa, sendo, entdo, classificados como multinucleados (Figura 2(A)).

Houve anastomose somente do isolado B com o isolado-teste

correspondente ao grupo AG-4 (Figura 2(B)). A associacdo do AG-4 com o
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cultivo de cenoura, ja havia sido relatada no Distrito Federal (Bolkan & Ribeiro
1985). Dentre os diferentes grupos de anastomose, 0 AG-4 ¢ o que apresenta
maior distribuicdo entre plantas hospedeiras e sintomas (Carling et al., 1987;
Escande & Echandi, 1991). Esse grupo de anastomose também pode infectar
batata e beterraba, cultivadas no municipio de Sdo Gotardo .

Os trés isolados A, B e C foram patogénicos a cenoura na camara de
crescimento a 20°C, em que 100% das sementes ndo germinaram, caracterizando
tombamento em pré-emergéncia. A testemunha apresentou 80% de emergéncia.
A alta agressividade dos isolados pode ser atribuida ao substrato Plantmax®, rico
em matéria organica, autoclavado. Dessa forma, ndo apresentava
competitividade de agentes de controle aos isolados de R. solani. Foi possivel
observar micélio do fungo crescendo sobre o substrato, confirmado-o por
montagem de lamina com fita adesiva e coradas com azul tripam, diretamente
sobre o micélio. Analisando-se as condigdes de campo, onde sempre ocorrera
competitividade, infere-se aos ensaios subseqiientes montagem em solos ndo

esterilizados, porém, ndo infestados com R. solani.

FIGURA 2. Hifas vegetativas de Rhizoctonia solani. A) multinucleadas coradas
com HCL-Geimsa, B) fusdo de hifas do isolado-teste AG4 a com
isolado-campo. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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4.1.3 Caracterizagio molecular de regioes do DNA ribossomal de R. solani

A identidade de nucleotideos entre os doze isolados que tiveram o
segmento do rDNA seqiienciado, referente as regides ITS1, rRNA e ITS2,
variou entre 80% e 99% (Tabela 3). A menor identidade ocorreu entre o isolado
C e o Isolado B e a maior entre 0 AG5 e 0 AG1-IA-CSW. Comparando-se esses
isolados com os 32 extraidos do banco internacional de dados, a menor
identidade foi de 76% entre o Isolado C e cinco outros isolados: 0 AB054861 e o
AB000044 do Japao, o AY387528 e 0 AY387553 da Espanha e o0 AF354110 do
Meéxico (Tabela 4). A maior identidade foi de 99%, observada entre o isolado
AG2-1 e 0 AF54063 do México, o AG3 e os isolados AY387528 e AY387553
da Espanha, o AG4 e o AJ245888 também da Espanha e entre o Isolado B e o
AY 684924 de Taiwan. Essa maior identidade entre os isolados indica que eles
devem ter, respectivamente, a mesma origem geografica.

E interessante notar que, dentre os doze isolados seqiienciados, os dois
que apresentaram menor identidade entre si (Isolados B e C) foram provenientes
do campo, enquanto que os dez outros foram conseguidos a partir de colegdes
que vém sendo mantidas experimentalmente como padrdo para estudos diversos.
Provavelmente, os isolados oriundos do campo tiveram maior pressao de
adaptacgdo, gerada pela constante exposi¢ao as diversas condi¢des ambientais e
aos diferentes agroquimicos, que normalmente, sdo aplicados nas lavouras.

O Isolado C foi o que apresentou uma maior diversidade genética, tanto
quando comparado com os demais isolados seqiienciados neste trabalho como
quando comparado com outros isolados do banco internacional de dados.
Seguindo a linha de raciocinio anterior, esse isolado, apesar de ser proveniente
do mesmo municipio que o isolado B, deve ter dado uma maior resposta a
pressao de sele¢do no campo.

A arvore filogenética com bootstrap (2000 repeti¢des), para os doze

isolados seqiienciados, também mostrou que o isolado C ficou distante, separado
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TABELA 3. Porcentagem de identidade de nucleotideos, entre os isolados estudados. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. AG1-IA-CSW -

2. AG2-1 93 -

3. AG2-2B 91 91 --

4. AG2-21V 91 90 98 -

5. AG3 91 94 90 89 -

6. AG4 90 91 89 88 90 --

7. AG5 99 93 91 91 91 90 -

8. AG6 93 93 91 91 92 93 93 -

9. AG7 90 91 90 90 90 94 90 93 --

10. AG-BI 91 92 87 87 91 88 91 93 90 -

11. Isolado B 91 91 89 89 97 91 94 93 89 -

12. Isolado C 81 81 81 81 80 82 81 81 82 81 80 -
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TABELA 4. Porcentagem de identidade de nucleotideos, entre isolados estudados e os isolados publicados no banco de
dados. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Isolado AGI-IA  AG2-1 AG2-2B  AG2-2IV__ AG3 AG4 AGS AG6 AG7 AG-BI Isolado B Isolado C
AF354063 92 99 90 90 93 91 92 90 89 92 91 77
Us57744 90 97 84 85 91 88 91 93 90 87 89 80
AB019026 89 92 87 89 93 88 89 88 87 89 88 77
AY154311 83 85 97 97 84 84 85 86 85 83 84 75
AB054861 84 86 95 94 85 84 86 87 86 84 85 76
AF308621 85 90 94 94 86 86 89 90 89 86 87 78
AJ000201 83 88 94 93 86 85 87 89 87 84 86 75
AF308622 85 89 94 94 87 87 89 90 89 86 87 79
AY387528 88 90 87 87 99 88 88 88 86 89 87 76
DQ059576 85 91 83 84 96 86 89 90 88 86 86 77
AY387553 88 90 87 88 99 87 88 88 86 89 87 76
AF153775 87 88 88 88 88 98 87 91 91 87 95 79
AJ24888 88 91 85 84 89 99 89 93 93 85 96 81
AY 684924 86 91 85 85 89 96 90 94 93 86 99 80
Us7743 92 88 87 87 87 87 91 89 87 86 87 78
Us57741 92 89 86 87 87 87 91 89 87 86 87 77
AF354102 92 91 88 90 92 92 91 98 91 91 92 77
AY634121 89 89 82 82 88 88 90 96 90 85 90 80
AF354081 93 92 89 89 92 93 92 94 92 92 93 78
AF354099 89 89 87 89 90 92 88 90 90 88 91 78
DQ102441 90 90 83 83 88 90 91 93 98 85 91 83
AF153793 91 92 90 90 91 93 91 92 94 90 93 78
AY 684922 95 92 86 87 90 88 98 93 90 87 89 81
U57893 94 90 84 85 87 86 95 92 89 85 86 79
AF354110 83 87 83 84 86 84 86 88 85 96 85 76
AB000044 84 87 84 85 87 84 86 88 85 95 85 76
AF354105 90 97 89 89 93 89 90 90 87 90 89 77
DQ102448 89 90 85 84 89 96 90 93 93 85 98 81
AF354092 88 88 86 87 86 88 87 87 88 88 88 90
DQ102406 84 83 82 82 84 84 82 83 84 83 83 89
AB000040 84 85 82 82 85 86 83 84 86 84 86 87
AJ427404 85 85 83 83 85 86 85 85 87 86 86 88
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dos demais, que se colocaram num segundo grupo, com dois principais
subgrupos (Figura 3). O AG2-2B e 0 AG2-21V compuseram um dos subgrupos e
os demais ficaram no segundo subgrupo, tendo o isolado B ficado mais proximo
a0 AG4 ¢ AG7. O AG2-1 também ¢ uma subdivisdo do AG2, entretanto, ficou
separado do primeiro subgrupo, aproximando-se mais do AG3.

Analisando-se a arvore com bootstrap, incluindo os isolados estudados e
os do banco de dados, observa-se a sua divisdo em dois principais grupos: o
primeiro se subdivide em dois, com o isolado C sozinho em um dos subgrupos,
mostrando novamente sua diversidade e os isolados AJ427404 (Espanha)
AF354092 (México), DQ102406 (Isracl) ¢ o AB000040 (Japao) no segundo
subgrupo (Figura 4). Estes isolados pertencem ao grupo de anastomose AG A,
classificagdo dada para Rhizoctonia sp binucleada, devido a maior proximidade
com o isolado C. Esse resultado contradiz a caracterizagdo morfoldgica, em que
o isolado C foi identificado como multinucleado.

Os demais isolados estudados neste trabalho se espalharam pelos demais
subgrupos do segundo grupo da arvore filogenética, tendo os isolados AG1-IA-
CSW e AGS se agrupado com o isolado AY684922, oriundo do Taiwan e ndo
tendo sido descrito seu grupo de anastomose. Portanto, foi seqiienciado do
telemorfo Thanateforus cucumeris, mostrando que, independente da fase
morfoldgica do fungo, suas caracteristicas genéticas sdo mantidas. O isolado B
agrupou-se com 99 bootstrap ao isolado AY684924, o qual ndo se conhece seu
grupo de nastomose. Entretanto, quando observado seu agrupamento no nivel do
terceiro braco, encontra-se o AG4, cujos seis isolados estdo agrupados 99
bootstrap, comprovando, mais uma vez, a identificagdo morfoldgica do isolado

B como pertencente ao grupo de anastomose AG4.
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FIGURA 3. Arvore filogenética obtida com base na seqiiéncia de nucleotideos
do rDNA de 12 isolados de Rhizoctonia solani. Valores Bootstrap
obtidos com 2.000 repeti¢cdes. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 4. Arvore filogenética obtida com base na seqiiéncia de nucleotideos
do rDNA de isolados de Rhizoctonia solani, sendo 12
seqiienciados e estudados neste trabalho e os demais obtidos no
Gene Bank . Valores bootstrap obtidos com 2.000 repeti¢des.
UFLA, Lavras, MG, 2006.
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4.2 Avaliacio de métodos de inoculaciio para R. solani em solos cultivados
com cenoura

A andlise fisioldgica e sanitaria do lote de sementes usadas nao detectou
R. solani e registrou 81% de emergéncia (Tabela 1B). As sementes apresentaram
alto vigor, pois 70% dessa emergéncia ocorreu nos primeiros 7 dias da
montagem dos Blotter test. Na analise do substrato néo foi identificado patogeno
associado ao tombamento de plantulas (Tabela 2B). Os vasos, no momento do
plantio, foram regados com 695mL de dgua e recarga de 86mL, a cada 2 dias.

Na analise de varidncia para o indice de velocidade de emergéncia, ndo
houve interagdo entre a quantidade de indculo e as formas de aplicacdo (Tabela
1A). As formas de aplicagdo tiveram efeito significativo de (P = 0,8672), assim
como a testemunha adicional diferiu dos tratamentos com (P = 0,9619) nessa
variavel. A quantidade de indculo ndo teve influéncia significativa na
emergéncia das plantulas.

A forma de aplicagdo do inoculo na semente diferiu significativamente
das formas de aplicagdo do inoculo adicionado a 100% e 10% do solo, na
superficie, com velocidade de emergéncia média de 3,18 (Tabela 5).

Nao houve efeito da interacdo entre densidade de indculo ¢ forma de
aplicacdo na porcentagem média de tombamento de pré-emergéncia (Tabela
1A).

As formas de aplicacao do inoculo, adicionado a 100% e a 10% do solo,
na superficie, foram mais eficientes, diferindo estatisticamente do indculo
adicionado as sementes, que apresentou 48,13% de plantulas tombadas em pré-
emergéncia (Tabela 5).

Para porcentagem média de tombamento de pds-emergéncia, houve
efeito na interagdo entre densidade de inoculo e forma de aplicagao (P = 0,9574).
A testemunha adicional diferiu dos tratamentos (P = 0,2937) nessa variavel

(Tabela 1A).
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TABELA 5. Dados médios de indice de velocidade de emergéncia (IVE),
tombamento médio de pré (%TPRE) e pos-emergéncia (%TPOS)
com trés formas de aplicagdo do indculo de Rhizoctonia solani.
UFLA, Lavras — MG, 2006.

Formas Aplicago IVE %TPRE  %TPOS
Inéculo adicionado a 100% do solo 11,76 a 15,75b 28,21b
Indculo adicionado a 10% do solo na superficie 12,10 a 20,45b 44,64 a
Inoculo adicionado as sementes 3,18b 48,13 a 27,86 ab
Testemunha 7,52% 21,00%* 0,0*

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
* Significativo (P = 0,0463)

O tombamento de pds-emergéncia aumentou de forma crescente com o
aumento da concentragdo de indculo, até o limite de 72 mgkg” de solo, para
100% e 10% do solo (Figura 5). Nao houve ajuste de modelos polinomiais para
forma de aplicacdo do indculo adicionado as sementes (Tabela 4A) (Figura 5).

A forma de aplicagdo do indculo adicionado as sementes diferiu das
formas de aplicagdo do inéculo no solo, tanto no indice de velocidade de
emergéncia como na porcentagem média de tombamento de pré-emergéncia,
devido a maior proximidade do in6culo de R. solani ao hospedeiro. O fato das
sementes estarem semeadas a 2 cm de profundidade também influenciou na
intensidade da doenga, impedindo a emergéncia das mesmas. Relatos da
distancia e da profundidade do in6culo em relagdo ao hospedeiro confirmam os
resultados encontrados, em que quanto mais proximo, maior a infec¢do (Dimond
& Horsfall, 1965 citado por Michereff Filho et al., 1996; Papavizas et al., 1975).
A semente na fase de germinacdo absorve maior umidade e seus tecidos ficam
tenros, liberando nutrientes que ativam os microrganismos da rizosfera. Nesta
circunstancia, ha uma maior probabilidade de penetracdo e colonizacdo do

patoégeno, ocasionando a podriddo de pré-emergéncia (Vale et al., 2001).
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FIGURA 5. Porcentagem média de tombamento pds-emergéncia de plantulas de
cenoura inoculadas com Rhizoctonia solani, em quatro densidades
de in6culo, por trés formas de aplicagdo. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Em estudos realizados por Michereff Filho et al. (1996), para a cultura
do feijdo, o aumento da doenca foi diretamente proporcional ao incremento na
densidade de inéculo, iniciando com 50 mg até 300 mgkg' de solo. Na
dosagem de 300 mgkg' de solo ndo houve diferenga significativa para os
diferentes solos coletados em cidades distintas e ndo autoclavados. Foi
observado uma menor dosagem, de 72 mg, do in6culo para causar tombamento
poés-emergéncia em plantulas de cenoura do que no trabalho citado. Essa baixa
densidade de inodculo, capaz de causar tombamento em cenoura, ¢ fator
preocupante no campo, quando se associa a condi¢cdes edafo-climaticas ideais e
ou rotagdo de culturas suscetiveis ao patoégeno.

Em outro trabalho desenvolvido com feijdo e algodao, por Santos et al.
(2006), a densidade de indéculo suficiente para causar sintomas foi de 72 e
144mg-kg™ de substrato, respectivamente, sendo semelhantes ao necessario para

causar tombamento em cenoura. Entretanto, os autores trabalharam com solo
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autoclavado que ndo apresentava competitividade para o indculo, dessa forma,
apresentando densidades inferiores as citadas por Michereff Filho et al. (1996).

A varidavel porcentagem média de tombamento de pos-emergéncia
mostrou-se a mais eficiente para avaliar a doenca na cultura da cenoura,
justificando-se pelo fato das plantulas serem suscetiveis ao patégeno, permitindo
apenas avaliagdes da incidéncia da doenga (figura 6(A), 6(B)). Neste
experimento foi impossivel avaliar a severidade da doenga, como pode ser
observado em outros trabalhos, ela é quantificada utilizando-se escala de notas,
dependendo do tamanho da lesdo formada no hipocétilo das plantulas de feijao e
algoddo (Michereff Filho et al., 1996; Santos et al, 2006). Outro fator importante
na escolha de porcentagem média de tombamento pos-emergéncia, € que as
sementes de cenoura sdo pequenas, impedindo o seu resgate para avaliacdo
precisa do percentual de tombamento de pré-emergéncia.

E importante considerar, como metodologia para trabalhos na cultura da
cenoura, que o melhor resultado ndo foi o capaz de infectar o maior niimero de
sementes e sim 0 que causou maior numero de tombamento pds-emergéncia das
plantulas. Isso porque a morte de todas as plantulas ndo permitiria a comparagao

visual dos resultados (Figura 6(C; D)).
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FIGURA 6. Plantulas de cenoura tombadas. A) Estande de plantulas emergidas ¢
tombadas na linha do solo; B) sintoma caracteristico do
tombamento, lesdes marrom-escuras no caule que progridem até o
completo estrangulamento das plantulas; C) e D) plaqueamento das

plantulas tombadas para a confirmagdo do patéogeno. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

4.3 Eficiéncia de fungicidas no controle de R. solani em cenoura

Os resultados preliminares das analises das sementes e contaminagdo do

solo estdo descritas no item 4.2.

Nao houve efeito da interagdo entre os fungicidas e formas de aplicacdo
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no indice de velocidade de emergéncia (Tabela 5A). Os fungicidas diferiram
entre si (P = 0,0067), assim como a testemunha adicional diferiu dos tratamentos
(P =0,0463).

O melhor resultado foi obtido com azoxistrobim, promovendo maior
velocidade na emergéncia de plantulas. Os fungicidas iprodione, pencicuron e
procimidone comportaram-se como intermediarios. O fludioxonil mostrou-se

ineficiente, para a variavel testada (Tabela 6).

TABELA 6. Dados médios de indice de velocidade de emergéncia (IVE) para
cinco fungicidas no controle de Rhizoctonia solani. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Fungicidas Média

Pencicuron 20,94 ab
fludioxonil 14,35b
iprodione 18,61 ab
procimidone 16,21 ab
azoxistrobim 24,74 a
Testemunha 12,87 *

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
* Significativo (P = 0,0463)

Houve interacdo significativa entre os fungicidas e as formas de
aplicagdo para a variavel porcentagem média de tombamento pré-emergéncia (P
= 0,000). A testemunha adicional também diferiu significativamente dos
tratamentos (Tabela 5A).

Apenas o fungicida iprodione diferiu significativamente entre os

tratamentos de sulco e semente (Tabela 7). Para o tratamento de sulco, os
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fungicidas com menor porcentagem de tombamento em pré-emergéncia foram
azoxistrobim, iprodione e pencicuron, diferindo significativamente do
fludioxonil. No tratamento de sementes, apenas os fungicidas pencicuron e
azoxisrobim mantiveram maior eficiéncia.

Na andlise de varidncia para porcentagem média de tombamento pos-
emergéncia (Tabela 5A), houve interagdo entre os fungicidas e as formas de
aplicagdo (P = 0,000). O tratamento adicional diferiu dos demais, com alta
significancia (P = 0,000).

Os fungicidas pencicuron e azoxistrobim ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos de sulco e semente. No entanto, os fungicidas
fludioxonil, iprodione e procimidone foram os mais eficazes no tratamento de
sulco, que no tratamento de sementes (Tabela 8). Para os fungicidas aplicados no
tratamento de sulco, pencicuron apresentou melhor resultado, tombando-se
apenas 1,33% das plantulas, enquanto azoxistrobim ndo foi eficiente para o
controle da doenga, com 30% de tombamento pos-emergéncia. No tratamento de
semente o fungicida pencicuron manteve sua eficiéncia com 6% de tombamento,
quando comparado aos demais, com no minimo, 39,33%.

Para melhor visualizagdo dos resultados foi agrupado cada fungicida nos
dois tratamentos em relagdo a testemunha (Figura 7), observando-se o numero
de plantulas tombadas pos-emergéncia, diariamente. Observa-se, assim, que a
testemunha apresentou maior nimero de plantulas tombadas, do terceiro ao
oitavo dia de avaliacdo, que teve inicio oito dias apds a semeadura e o pico de
tombamento foi no quinto e sexto dias de avaliagdo, com 12 plantulas tombadas
por dia.

O fungicida azoxistrobim ofereceu prote¢do na fase de germinagao das
sementes, favorecendo o indice de velocidade de emergéncia (IVE). Este
fungicida pertence as estrobilurinas, constituido por inibidores naturais como

estrobilurina A, oudemasina A e miscotiazol, secretados por Basiodiomycetes
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TABELA 7. Porcentagem média de tombamento pré-emergéncia em plantulas
de cenoura tratadas por cinco fungicidas em duas formas de
aplicagdo, para o controle de Rhizoctonia solani. UFLA, Lavras,

MG, 2006.

Fungicida Sulco (%T};?rma 5 aphca;i(r)nente (%T)
Pencicuron 19.88b A 12.00 b A
fludioxonil 36.75a A 30.50a A
iprodione 1425b B 3450a A
procimidone 26.63 ab A 30.38a A
azoxistrobim 13.88b A 1425b A
Testemunha 4125 *

Médias com mesma letra, mintscula, nas colunas, e maiascula, nas linhas ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Porcentagem média de tombamento pré-emergéncia.

* Significativo (P = 0,000)

TABELA 8. Porcentagem média de tombamento pds-emergéncia em plantulas
de cenoura tratadas por cinco fungicidas em duas formas de
aplicagfo, para o controle de Rhizoctonia solani. UFLA, Lavras, MG,

2006.

Fungicida Sulco (%T)! romme e aéljehrr?;lﬁ?: (%T)
Pencicuron 1,33c A 6,00b A
fludioxonil 22,00 ab B 54,67 a A
iprodione 4,67 bc B 58,00 a A
procimidone 10,67 bc B 50,67 a A
azoxistrobim 30,00 a A 39,33a A
Testemunha 60,00 *

Médias com mesma letra, mintuscula nas colunas, e maiascula nas linhas nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Porcentagem média de tombamento pos-emergéncia.

* Significativo (P = 0,000)
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(Mizutani et al., 1995). As estrobilurinas controlam varias doengas fungicas
incluindo as causadas por Basidiomycetes, como o Uromyces appendiculatus
(Gold et al., 1996). Nao se tém relatos da utilizagdo de estrobilurina no controle
de Rhizoctonioses, entretanto, sua eficiéncia foi comprovada no presente
trabalho.

Os melhores resultados avaliados pela porcentagem média de
tombamento de pré-emergéncia estdo compativeis com os resultados
encontrados para a variavel indice de velocidade de emergéncia, comprovando-
se a eficiéncia dos fungicidas pencicuron e azoxistrobim para os tratamentos de
sulco.

Foi observado efeito significativo do tratamento de sulco e de sementes
para o fungicida pencicuron, avaliando-se a porcentagem média de tombamento
de pds-emergéncia. O fungicida pencicuron € o unico produto comercial com
registro no Ministério da Agricultura para o controle de R. solani em cenoura.
Sua eficiéncia para o controle do patégeno ja foi comprovada para outras
culturas, como a do algodao que, utilizado em mistura triplice com triadimenol e
tolylfluanid, apresentaram boa protegdo contra o tombamento, ndo sendo
observada plantulas com sintoma (Goulart, 2002). A eficiéncia de pencicuron
também ja havia sido comprovada, na cultura do feijao, para isolados dos grupos
de anastomose AG2-2, AG4 e de binucleadas, exceto para o AG2-1 em que o
patégeno foi capaz de causar sintomas nas raizes e hipocotilo para as duas
dosagens testadas (Sumner, 1987).

Ainda na porcentagem média de tombamento de pos-emergéncia, o
fungicida iprodione utilizado no tratamento de sulco apresentou alta eficiéncia,
tombando-se apenas 4,67% das plantulas emergidas. Quando utilizado no
tratamento de sementes, apresentou maior porcentagem de tombamento, com
58% das plantulas com sintoma. Isso pode ter ocorrido pela utilizagdo da

dosagem recomendada para tratamento de sementes na cultura da cevada, Unica
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cultura registrada para iprodione no tratamento de sementes, observando-se a

subdosagem do produto (Agrofit, 2005).

4.4 Patogenicidade de isolados-campo e isolados-testes para a cultura da
cenoura

Os resultados preliminares das analises de sementes e contaminacdo do
solo estdo descritos no item 4.2.

Os isolados diferiram significativamente para as variaveis indice de
velocidade de emergéncia (P = 0,9930) e porcentagem média de tombamento
pos-emergéncia (P = 0,9944) (Tabela 6A).

Em relagdo ao indice de velocidade de emergéncia, todos os isolados
diferiram estatisticamente da testemunha nao inoculada, a qual apresentou maior
numero de plantulas emergidas. Entretanto, os grupos de anastomose AG3,
AG2-21V, AG2-211IB e AGS5 apresentaram-se como intermedidrio, com menor
viruléncia. Para a varidvel porcentagem média de tombamento de pos-
emergéncia, apenas o isolado B e o AG4 diferiram da testemunha com 50% e
53,98% de plantulas tombadas, respectivamente (Tabela 9).

No que tange ao indice de velocidade de emergéncia, a confirmagdo da
patogenicidade dos diferentes grupos de anastomose na cultura da cenoura
favorece a hipotese de que qualquer AG pode vir a causar perdas por
tombamento na cultura, dependendo das condicdes edafo-climaticas e da
agressividade do isolado. Os isolados-testes, provenientes de outras culturas,
preservados por mais de dez anos, foram patogénicos a cenoura.

No presente estudo, o AG4 apresentou menor indice de velocidade de
emergéncia, representando maior numero de plantulas com tombamento de pré-
emergéncia, em comparagdo ao AGS. Este teve maior indice de velocidade de

emergéncia, aproximando-se mais da testemunha. O’Sullivan (1991) descreveu
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TABELA 9. Dados médios de indice de velocidade de emergéncia (IVE),
porcentual médio de tombamento em pds e pré-emergéncia na
patogenicidade de isolados e grupos de anastomose de
Rhizoctonia solani, na cultura da cenoura. UFLA, Lavras, MG,

2006. , ’
Isolados e AGs IVE %TPOS %TPRE
Isolado C 13,37 a 3,03a 19,40 a
AG6 13,59 a 16,97 a 15,00 a
AG4 14,11 a 53,98 b 20,80 a
Isolado B 14,11 a 50,00 b 20,80 a
AG7 14,13 a 18,18 a 20,40 a
AG 2-1 14,21 a 12,12 a 17,80 a
AG -BI 14,23 a 424 a 21,60 a
Isolado A 14,27 a 6,066 a 21,40 a
AG 1-1A 15,03 a 14,54 a 17,00 a
AG3 15,25ab 9,70 a 14,80 a
AG2-21V 15,34 ab 0,00 a 19,00 a
AG 2-211IB 1540 ab 11,51 a 21,40 a
AGS 16,01 ab 8,48 a 13,20 a
testemunha* 20,22 b 0,00 a 14,20 a

As médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

IVE= indice de velocidade de emergéncia; %TPOS= % de tombamento pds
emergéncia; % TPRE= % de tombamento pré emergéncia.

*solo ndo inoculado

resultados semelhantes, observando que os grupos de anastomose AG4, AGS5 e
um grupo ndo identificado apresentaram maior agressividade em relacdo ao

grupo AG2. Entretanto, ha variagdo com base na fase em que ocorreu o
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tombamento, tendo o AG4 sido mais agressivo em pré-emergéncia ¢ o0 AG5 em
poés-emergéncia.

Apesar da pequena variacdo entre os isolados quanto a agressividade,
analisando-se a porcentagem média de tombamento pds-emergéncia, conclui-se
que sua confiabilidade pode ser observada pelo fato de o isolado B, juntamente
com o AG4, serem iguais estatisticamente, pois, na identificagdo do grupo de
anastomose desse mesmo isolado, foi identificado como pertencente ao grupo 4
e confirmado pelo seqilienciamento. Associacdo da viruléncia de R. solani vem
sendo estudada por varios autores, tendo maior viruléncia para o AG4, sido
observada por Eken & Demirci (2004) para feijdo na Turquia, na temperatura de
25°C. Para beterraba, a maior agressividade do AG4 foi entre as temperaturas de
12°C e 30°C (O’Sullivan, 1991) e, para soja, o grupo AG4 apresentou maior
desenvolvimento da colonia a 20°C (Hrikrishnam & Yang, 2004). Portanto, o
grupo AG4 estd bem adaptado a longas faixas de temperaturas, podendo
ocasionar doencas em diversas culturas. Entretanto, este experimento foi
conduzido sob uma unica temperatura de 20°C, o que pode ter sido desfavoravel
a outros grupos de anastomose, como o grupo AG2, que foi mais agressivo em
beterraba (O’Sullivan, 1991) nas temperaturas entre 8°C ¢ 15°C. Por sua vez, na
cultura da cenoura, ha relatos do grupo AG2 causando lesdes na raiz entre 20°C
e 28°C, ndo havendo dados da fase de tombamento (Mildenhall & Williams,
1973).

O municipio de Sdo Gotardo, maior produtor de cenoura do estado de
Minas Gerais, apresentou, no ano de 2005, alta variacao de temperaturas de 12°C
e 30°C (Figura 1). Assim, em caso de condi¢des favoraveis para epidemias
futuras pelo patdgeno, grupos de anastomose que se mostraram pouco agressivos
na temperatura de 20°C neste estudo poderao vir a causar danos. Pois, além da
temperatura, o municipio ¢ produtor de outras culturas também suscetiveis a R.

solani dos mais variados grupos de anastomose.
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5 CONCLUSOES

O isolado B pertence ao grupo de anastomose AG4, caracterizado como
multinucleado e identificado como Rhisoztonia solani.

Houve divergéncia entre a caracterizagdo morfologica e molecular do
isolado C.

A metodologia de inoculagdo artificial foi eficiente com 72 mg de
indculo, quando aplicada a 10% do substrato do vaso na camada de 0 a 2
cm, causando tombamento de plantulas de cenoura.

No controle de R. solani causando tombamento de pré e poOs-
emergéncia, o fungicida pencicuron foi eficiente para o tratamento de
semente ¢ de sulco.

O fungicida azoxistrobim foi eficiente no controle de Rhizoctoniose

apenas na fase de emergéncia das plantulas.

49



6 CONSIDERACOES FINAIS

Rhizoctonia solani causa varios tipos de doen¢a em cenoura,
dependendo do estagio de desenvolvimento da planta. Entretanto, é na fase de
plantulas que ocorrem as maiores perdas, reduzindo o stand inicial do plantio,
devido ao damping-off. Dessa forma, medidas de manejo devem ser direcionadas
para reduzir a quantidade de indculo no inicio do plantio. Como nao sdo
conhecidas cultivares resistentes ao tombamento. de plantulas, o manejo da
doenga pode ser feito adotando-se os principios de exclusdo a partir de sementes
sadias e ou protecdo, utilizando-se o tratamento de sementes ou de sulco.
Contudo, as metodologias empregadas na producdo do inoculo para o
desenvolvimento de trabalhos cientificos ainda ndo estavam ajustadas para a
cultuta da cenoura, assim como, no Brasil, apenas um fungicida tem registro do
Ministério da Agricultura para o controle de R. solani em cenoura.

Neste estudo, atingiu-se o objetivo no ajuste da metodologia para a
inoculagdo artificial de R. solani em cenoura, em que a dosagem de 72 mg-kg™
de solo adicionado na camada de 0 a 2 cm, proporcionou uma boa formagao de
estande e, por outro lado, alto nivel de tombamento poés-emergéncia das
plantulas.

Na tentativa de adicionar outros principios ativos ao controle de R.
solani em cenoura, sdo necessarios estudos mais especificos sobre cada produto
quimico testado, objetivando-se doses mais especificas para o tratamento de
sementes e de sulco na cultura da cenoura.

Os estudos realizados foram desenvolvidos sob a temperatura de 20°C,
entretanto, ha relatos relacionando uma maior agressividade em outras
temperaturas, dependendo do grupo de anastomose, sendo necessario testar a
patogenicidade dos isolados de R. solani a outras temperaturas que também

possam causar infec¢do do patdogeno na cultura da cenoura.
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ANEXOS A

TABELA 1A - Resumo da andlise de variancia dos dados referentes ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem média de
tombamento de pos-emergéncia (%TPOS) e porcentagem média
de tombamento de pré-emergéncia (%TPRE), provenientes da
avaliagdo de métodos de inoculacdo para Rhizoctonia solani
para solos cultivados com cenoura. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QMs e significancia

FV GL

IVE' %TPOS % TPRE'
Densidade (D) 3 0,1008 ns 27,9716 * 2,0129 ns
Forma de aplicacdo (FA) 2 6,8605 * 12,7078 * 54,0996 *
DxFA 6 0,3421 ns 11,9455 * 3,3194 ns
Adicional vs. Fatorial 1 1,5749 * 87,3093 * 2,744 ns
Bloco 4 0,1117 ns 7,2475 ns 2,0041 ns
Erro 48 0,1879 3,0696 1,5033

CV (%) 18,79 34,94 39,33

"dados transformados para (Y+1)%
* = teste F significativo (F<0,05).
ns = teste F ndo significativo (F<0,05).

TABELA 2A - Andlise de variancia dos dados referentes a somas de quadrados
seqiienciais das densidades de inoculo dentro da forma de
aplicacdo 1, inoculo adicionado a 100% do solo. UFLA, Lavras,

MG, 2006.
Causas de variagdo  GL SQ QM Fc Prob.<F
bl 1 30,4726 30,4726 9,25 0,004 *
b2 1 27,3770 27,3770 8,31 0,006 *
Desvio 1 1,1622 1,1622 0,35 0,556 ns
residuo 44 144,9250 3,2937
bl: X
b2 : X2

* = significativo (P<0,01).
ns = ndo significativo.
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TABELA 3A - Analise de variancia dos dados referentes a somas de quadrados
seqiienciais das densidades de in6culo dentro da forma de
aplicagdo 2, indculo adicionado a 10% do solo na superficie.

UFLA, Lavras, MG, 2006.

Causas de variagdo  GL SQ QM Fc Prob.<F
bl 1 84,8919 84,8919 25,77 0,000 *
b2 1 4,5197 4,5197 1,37 0,248 ns
Desvio 1 2,6562 2,6562 0,80 0,374 ns
residuo 44 144,9250 3,2937

bl : X

b2 : X2

* = gignificativo (P<0,05).
ns = nao significativo (P<0,05).

TABELA 4A - Analise de variancia dos dados referentes a somas de quadrados
seqiienciais das densidades de inéculo dentro da forma de
aplicacdo 3, inéculo adicionado a4 semente. UFLA, Lavras, MG,

2006.
Causas de variagdo GL SQ QM Fc Prob.<F
bl 1 2,7727  2,7727 0,84 0,364 ns
b2 1 1,6800 1,6800 0,51 0,479 ns
Desvio 1 0,0603  0,0603 0,02 0,893 ns
residuo 44 144,9250 3,2937
bl: X
b2 : X2

* = significativo (P<0,05).
ns = nao significativo (P<0,05).
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TABELA 5A - Resumo da analise de varidncia dos dados referentes ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem média de
tombamento de pos-emergéncia (%TPOS) e porcentagem média
de tombamento de pré-emergéncia (%TPRE), provenientes da
avaliacdo da eficiéncia de fungicidas para o controle de R.
solani em cenoura. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QMs e significancia

FV GL ] )

IVE %TPOS % TPRE
Fungicida (F) 4 165,6054 * 1902,9360 * 685,8412 *
Forma de aplicacdo (FA) 1 22,2044 ns 9799,7200 * 52,5312 ns
F x FA 4 64,7469 ns 1062,8789 * 3152133 *
Adicional vs. Fatorial 1 169,1364 * 2253,6731 * 1464,5243 *
Bloco 4 41,9226 ns 221,8969 ns 56,9208 ns
Erro 40 45,0347 106,4673 63,2279

CV (%) 36,44 34,67 31,89

* = teste F significativo (F<0,05).
ns = teste F ndo significativo (F<0,05).

TABELA 6A - Resumo da analise de varidncia dos dados referentes ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem média de
tombamento de pos-emergéncia (%TPOS) e porcentagem média
de tombamento de pré-emergéncia (%TPRE), provenientes da
avaliagdo da patogenicidade de isolados-campo e isolados-testes
para a cultura da cenoura. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QMs e significancia

FV GL
IVE %TPOS' % TPRE
Isolado 13 14,3311 * 8,6279 * 44,8439 ns
Bloco 4 10,0108 ns 1,3977 ns 56,6214 ns
Erro 52 52116 1,3627 39,3522
CV (%) 15,27 36,7 34,20

" dados transformados para (Y + 1)%
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* = teste F significativo (F<0,05).
ns = teste F ndo significativo (F<0,05).

TABELA 7A. Origem dos isolados publicados no banco de dados de

Rhizoctonia solani. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Isolado Referéncia Procedencia
AF354063 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) México
Us57744 Nao publicado Espanha
AB019026 J. Gen. Plant Pathol. 66, 2-11 (2000) Japao
AY154311 Nao publicado Brasil
ABO054861 Phytopathology 92, 43-50 (2002) Japao
AF308621 Nao publicado Estados Unidos
AJ000201  FEMS Microbiol. Lett. 162 (2), 289-294 (1998) Reino Unido
AF308622 Nao plublicado Estados Unidos
AY387528 Nao publicado Espanha
DQ059576 Nao publicado Estados Unidos
AY387553 Nao publicado Espanha
AF153775 Mycologia 93 (4), 712-719 (2001) Australia
AJ24888 Nao publicado Espanha
AY684924 Nao publicado Taiwan
uUs57743 Nao publicado Espanha
Us57741 Nao publicado espanha
AF354102 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) Meéxico
AY634121 Nao publicado Estados Unidos
AF354081 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) México
AF354099 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) méxico
DQ102441 Nao publicado Israel
AF153793  Mycologia 93 (4), 712-719 (2001) Australia

AY 684922 Nio publicado Taiwan
U57893 Nao publicado Espanha
AF354110 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) México
AB000044  Curr. Genet. 32 (3), 237-243 (1997) Japdo
AF354105 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) México
DQ102448 Nao publicado Israel
AF354092  Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001) Meéxico
DQ102406 Nao publicado Israel
AB000040  Curr. Genet. 32 (3), 237-243 (1997) Japdo
AJ427404  Nao publicado Espanha

62



ANEXO B

TABELA 1B. Qualidade sanitaria de sementes de cenoura da cultivar Brasilia.
Lavras, MG, 2006.

Microrganismo Incidéncia (%)
Aspergillus sp. 5,0
Alternaria dauci 1,0

TABELA 2B. Qualidade sanitaria do substrato solo/areia (3:1), Latosolo
Vermelho distroférrico, horizonte B. Lavras, MG, 2006.

Microrganismo Incidéncia (%)
Rhizopus sp. 4,0
Trichoderma sp. 3,0
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