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Capitulo 1. INTRODUCAO



INTRODUCAO

Apesar da importancia da cultura algodoeira como atividade produtiva, no contexto da
agricultura nacional e da posicio de destaque do Brasil em relagio & produgdo mundial de
algoddo em pluma, nos Gltimos 10 anos, a area cultivada em suas principais regides produtoras foi
drasticamente reduzida. De 1,221 milhdes de hectares em 1984, a area plantada no Centro-Sul foi
reduzida a apenas 653 mil ha, na safra 93/94 (Blecher, 1994). Entre varios fatores determinantes
desta redugdo, inclui-se também a necessidade de aprimoramento de tecnologias para maior
produtividade do algodoeiro. Neste contexto, a qualidade fisica, fisiologica e sanitaria das
sementes desta cultura tem sido objeto de preocupagdes. A exemplo do que ocorre com 90% das
culturas destinadas a alimentagdo humana em todo o mundo. propagadas por semente verdadeira,
a condigdo deste insumo € fundamental para a obteng@o de produgdes economicamente viaveis.

Com maior énfase a partir da década de 80, varias publica¢des tém mostrado a ocorréncia
de muitas espécies de fungos em associacdo com sementes de algodoeiro, produzidas em diversas
regides do pais e também os efeitos de algumas dessas especies sobre a germinagdo das semémes
e transmissibilidade as plantulas (Bueno, 1986; Pizzinatto, 1988: Tanaka, 1990).

Face a importancia das doengas cujos agentes causais sio transmissiveis por sementes,
recentemente. a comunidade cientifica, através da Associagdo Brasileira de Tecnologistas de
Sementes, propde o estabelecimento de padrdes de tolerancia para alguns destes patogenos em
sementes basicas e certificadas/fiscalizadas do algodoeiro (Proposta...1992). O estabelecimento
destes padrdes constitui certamente um passo importante para um maior controle da qualidade

sanitaria dentro dos programas de produgdo de sementes. evitando riscos de epidemias e de



outros tipos de danos que tém se constituido em obstaculos para um aumento de produtividade na
cultura algodoeira.

Dentre os fungos patogénicos encontrados em sementes de algodoeiro, no Brasil,
Botryodiplodia theobromae distingue-se por sua frequéncia de ocorréncia relativamente alta na
regido do Triangulo, no Estado de Minas Gerais (Sobreira, 1988). Este patogeno, tipico das
regides tropicais e subtropicais, onde causa sérios prejuizos a numerosas espécies vegetais
cultivadas (Punithalingan, 1976), ¢ relatado no algodoeiro apenas como agente causal da
podridio das magds (Bagga, 1970), sendo pouco estudado quanto as implicagdes de sua
associagdo as sementes desta cultura.

Considerando-se estes aspectos, estabeleceu-se como objetivos neste estudo, em
diferentes etapas, avaliar: 1 - a ocorréncia de B. rheobromae em sementes de algodoeiro
produzidas no Estado de Minas Gerais; 2 - sua sobrevivéncia em sementes armazenadas; 3 -
efeitos sobre plantas e sementes; 4 - transmissibilidade e sobrevivéncia associada a sementes e 5 -

sensibilidade a fungicidas "in vitro" e incorporados a sementes.
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REFERENCIAL TEORICO

L. Ocorréncia de fungos em associagiio com sementes de algodoeiro.

A associagdo de patogenos com sementes constitui para os primeiros um mecanismo

eficiente de sobrevivéncia e dispersio na natureza, sendo esta via utilizada por um nimero

significativo de agentes causais de doengas importantes em plantas cultivadas. Os patogenos
permanecem geralmente viaveis por periodos de tempo mais prolongados em associa¢do com
sementes de seus hospedeiros, comparado a sua sobrevivéncia em outro orgdo vegetal ou

isoladamente no solo. Isto é particularmente verdadeiro na condi¢do de dorméncia das sementes,

sendo conhecidos poucos exemplos nos quais o patogeno morre ou € inativado antes que a
viapilidade das sementes seja seriamente reduzida_.l,' Assim, esta associacdo determina o
prolongamento do periodo potencial de transmissdo e as sementes constituem por conseguinte
uma forma eficaz de introdu¢do aleatoria do patogeno no campo, estabelecendo numerosos focos
de infec_t;_z_‘io primaria. Associam-se também as sementes, muitos Microorganismos agenteé de
deteriora¢do das mesmas durante periodos de armazenagem e ainda outros saprofitas. Dentre os
grupos de agentes que podem se associar as sementes. Os fungos predominam em namero e
diversidade e sao de forma geral referidos em duas categorias: o grupo patogénico de campo e o
grupo de armazenamento, levando-se em consideragdo os tipos de danos e os aspectos ecologicos
em que podem atuar (Baker e Smith. 1966; Neergard, 1979; Machado, 1980, Machado, 1988).
Richardson (1990) em publicagdo editorada pela ISTA, relata 19 generos de fungos que

podem ocorrer em sementes de algodoeiro, incluindo varias especies patogénicas da fase de



campo e outras de armazenamento. Relata também espécies cujo grau de associagdo com esta
oleaginosa ainda ¢ desconhecido.

Dentre os fungos patogénicos de importancia econdmica, que podem ser veiculados por
sementes de algodoeiro, destacam-se as espécies Colletotrichum gossypii South. e C. gossypii
South. var.cephalosporioides A. S. Costa (= Glomerela gossypii (South.) Edg.), agentes causais
das doengas denominadas antracnose e ramulose do algodoeiro, respectivamente, e que também

podem causar tombamento de plantulas e apodrecimento de frutos (Kimati, 1980). Estes dois

patogenos sdo transmitidos principalmente via sementes e apresentam grande variagdo fisiologica
e patogénica, dentro de cada espécie, enquanto diferentes genotipos de algodoeiro podem
apresentar variagdo na resisténcia aos mesmos (Tanaka, 1990: Tanaka, 1991). Entre os
causadores de murcha sdo destaques Fusarium oxysporum f vasinfectum (Atk.) Snyder &
Hansen e Ierticillium spp. Espécies no género Fusarium, Rhizoctonia solani Kthn, 4Ascochyta
gossypii Syd.. Botryodiplodia theobromae Pat. e Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. s3o os
mais importantes dentre muitas espécies que podem causar o tombamento de plantulas e/ou a
podriddo das magas do algodoeiro. Ainda espécies de Alternaria e Ascochyta gu.s:sypii‘sﬁo
causadoras de manchas foliares (Kimati, 1980; Watkins, 1981, Pizzinato, 1987; Pizzinatto, 1988).

Inumeras espécies de fungos consideradas em geral saprofitas. comumente encontradas
em sementes de algodoeiro, podem ser correlacionadas a baixa qualidade destas. Por exemplo,
algumas especies de Aspergillus, Penicillium, ( ‘ladosporium, Rhizopus e Alternaria podem
deteriorar as sementes desta planta durante o armazenamento, sendo este dano maior sob

condigdes de temperatura e umidade favoraveis a sua proliferacdo (Lima et al, 1984; Pizzinatto,



1988, Menezes et al, 1982a). Ainda, Aspergillus e Rhizopus podem causar manchas nas fibras do
algoddo, depreciando sua qualidade (Cia, 1977).

De maneira geral, informagdes de literatura indicam que numerosos sio os fungos
constatados em sementes de algodoeiro no Brasil. Neste sentido a Tabela 1 reune os géneros e
espécies citados por referéncias bibliograficas.

Algumas das publicagdes referidas na Tabela 1, limitam-se a informar os géneros e ou
especies de fungos encontradas nas sementes, enquanto outras relatam suas frequéncias e niveis
de ocorréncia em fungdo de metodos utilizados para detec¢do, da presenga e auséncia de linter
nas sementes, de cultivares e de locais de produgdo, em diferentes Estados do Brasil. Desta
forma, torna-se dificil generalizar dados quantitativos sobre a ocorréncia de tais fungos em
sementes de algodoeiro nas varias regides produtoras do pais. Apesar disto, em duas avaliagdes
desta natureza, realizadas no Estado de Minas Gerais, observa-se que o patogeno, B. theobromae
ndo foi encontrado em amostras de sementes de algodoeiro na safra 80/81, ocorreu em 3,6% das
amostras analisadas na safra 81/82 (Tanaka e Paolinelli, 1984) e na safra 85/86 foi detectado com
frequéncia de 13,15 a 78,94%, variavel em fungdo da proveniéncia das amostras e dos métodos de
detecgdo utilizados (Sobreira, 1988). Estes relatos sugerem aumento na incidéncia de A.

theobromae nos cultivos de algodoeiro do Estado de Minas Gerais.
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TABELA 1. Géneros e espécies de fungos citados na literatura, que podem ocorrer em sementes

de algodoeiro produzidas no Brasil.

Fungos (referéncias’)

Fungos (referéncias)

Alternaria alternata (10)
Alternaria macrospora (13)
Alternaria spp. (1, 2, 3, 4, 8, 10)
Alternaria tenuis (2, 6, 7, 8)
Arthrobotrys sp. (2)

Aspergillus candidus (10)

A. clavatus (10)

A. flavus (1, 10, 13)

A. fumigatus (4)

A. glaucus (10)

A. niger (1, 10)

A. ochraceous (10)

Aspergillus spp. (2, 4, 7, 8, 10)

A. tamarii (10)

Aschochyta sp. (10)

Botryodiplodia theobromae (2, 5, 7, 8, 10, 13)
Botrytis (2)

Chaetomium globosum (10)

F. fusarioides (2, 6, 9)

I larvarum (2)

F. lateritum (10)

F.moniliforme (1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 13)
F.moniliforme f.subglutinans (9)

. oxysporum (1, 4. 6, 8. 9, 10)

F. oxysporum f. vasinfectum (2, 13)
F. poae (2)

F. sambucinum (2. 9)

I-. semitectum (2, 6, 8. 9. 10)

F. solani (2, 6, 9, 10)

. sulphureum (2)

Fusarium spp. (2, 3,6, 7, 8, 10, 13)
I xylarioides (6, 9)

Gonatobotrys sp. (2, 8)
Helminthosporium sp. (2, 7, 10)
Macrophomina phaseolina (2, 3, 4, 7)
Macrophomina sp. (6)

Mycelia sterilia (10)

Monilia sp. (8, 10)

Chaetomium spp. (2, 4, 7, 8)
Cladosporium spp. (2, 4, 6, 7, 8, 10)
Colletotrichum gossypii (2, 8, 10, 13)
C. gossypii var. cephalosporioides (11, 12, 13)
C. gloeosporioides (1)
Colletotrichum sp. (6, 7)
Coanephora sp. (5)

Curvularia lunata (7,10)

Curvularia spp. (1, 2, 8, 13)
Cylindrocladium sp (10)
Doratomyces sp. (5)

Dreschelera sp. (8)

Lpicoccum purpuracens (10)
Epicoccum sp. (2, 8)

Fusarium acuminatum (10)

I concolor (2)

F. culmorum (6)

I, equiseti (2, 6, 8, 9, 10)

Mucor sp. (10)

Myrothecium sp. (10)

Neurospora sp. (2, 8)

Nigrospora sphaerica (10)
Nigrospora sp. (1, 2, 4,7, 8)
Penicillium spp. (1, 2, 4, 7, 8, 10, 13)
Phoma sp. (2, 6, 7, 10)

Phomopsis sp. (8)

Pestalotia sp. (2, 8, 10)

Pithomyces sp. (2)

Pythium spp. (1, 2, 3., 6)
Rhizoctoma solani (1, 2)
Rhizoctonia sp. (6, 7, 8)

Rhizopus spp. (2, 3,4, 7, 8, 10)
Sclerotium sp. (7)

Spicaria sp. (2)

Trichoderma (2, 7, 8, 10)
Irichothecium roseum (7)
Verticillium alboatrum (2)
Verticillium sp. (6)

" 1 = Menezes et al (1979); 2 = Geraldi (1981); 3 = Lima et al (1982); 4 = Menezes et al (1982a):
S = Menezes et al (1982b); 6 = Pizzinatto: Soave e Cia. (1984), 7 = Tanaka e Paolinelli (1984),

8 = Bueno (1986); 9 = Pizzinatto. (1988):

10 = Sobreira (1988); 11 = Tanaka (1990);

2 = Tanaka (1991); 13 = Machado e Langerak (1993).
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2. Caracterizaciio e aspectos patolégicos de Botryodiplodia theobromae em relaciio a espécies

vegetais cultivadas.

Em cultura pura, as colonias de B. theobromae Pat. sio acinzentadas a negras, com
abundante micélio aéreo e ao reverso sio foscas ou negras. Formam picnidios simplé; ou
compostos, frequentemente agregados, estromaticos, ostiolados, subovoides para elipsoides -
oblongos, com parede espessa ¢ base truncada. Os conidios maturos tornam-se uniseptados e de
coloragéo castanho- amarelados, sendo longitudinalmente estriados, As dimensdes destes conidios
variam entre (18-)20-30 x 10-15u. As parafises quando presentes sdo hialinas, cilindricas,
algumas vezes septadas, tendo mais de 50u de comprimento. Nas folhas, caules e frutos de
plantas infectadas por este fungo. os picnidios sdo imersos, tornando-se erupentes. Podem ocorrer
isoladamente ou agrupados. apresentando 2 a 4mm de largura. Sdo ostiolados e frequentemente
pilosos e podem apresentar extrusio de conidios com aspecto de uma massa preta. Em sua fase
perfeita o referido fungo € denominado Physalospora rhodina Berk e Curt. apud. Cooke.
Segundo relatos de literatura existem 19 sinonimias para B. theobromae Pat.. incluindo Diplodia
gossypina Cooke e Lasiodiplodia theobromae Pat. Griff. & Maubl. ( Punithalingan, 1976).

Para Sutton (1980). Lasiodiplodia ¢ o nome generico correto a ser adotado para este
patogeno em substituigdo a Bomyodiplodia theobromae Pat.. De acordo com este autor, muitas
especies de fungos sdo comumente referidas como Borryodiplodia Sacc., que foi tipificada por
Botryodiplodia juglandicola (Schw) Sacc. e se diferencas em morfologia conidial sobreviverem, a
nova avaliagdo dos conceitos genericos neste grupo. entdo B. theobromae sera mantida em

Lasiodiplodia Ell. & Ev. apud. Clendenin.
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Varios estudos relatam aspectos da fisiologia de B. theobromae. Rao e Singhal (1978),
verificaram que a formagdo de picnidios em meio de cultura Ié dependente de indugdo pela luz.
Honda e Aragaki (1978) obtiveram maior produgéo de picnidios sob comprimentos de onda entre
344.5 e 519nm e exudagdo de conidios apenas sob comprimentos de onda inferiores a 333nm.
sendo estes valores proximos as faixas de luz ultra violeta e azul. De acordo com Okey e Adisa
(1988), as condigdes otimas para a germinagdo de conidios de B. theobromae caracterizam-se por
100% de umidade relativa, temperatura de 30°C e pH 7,0, ndo sendo influenciada pela luz. Gupta
(1977) verificou que a germina¢do de conidios a 30°C, aumenta em fungdo da concentragdo de
sacarose no meio. Ainda estudos de Wang e Pinckard (1971) e de Wang e Pinckard (1972)
mostram sua capaciadade em produzir varias enzimas pécticas, além de celulases, proteases e
outras.

Do ponto de vista ecologico, B. theobromae é caracteristico das regides tropicais e
subtropicais onde ocorre com ampla distribui¢do em cerca de 500 espécies vegetais hospedeiras,
sendo considerado um parasita nio especializado, um mesmo isolado ¢ capaz de infectar
diferentes hospedeiros (Tu e Cheng, 1970; Punithalingan, 1976: Varma e Bilgrami, ]977}.'I

O tipo de dano e extensdo dos prejuizos causados por B. theobromae sio variaveis em

fungdo da especie vegetal parasitada e incluem deterioragdo de sementes, ‘damping off’, murcha,

seca, definhamento, formagio de cancros em caules de espécies arboreas, podridio de frutos
antes ¢ apos colheita, podridao de tubérculos, raizes e frutos armazenados, além de outros
(Punithalingan, 1976; Kranz, Schmutteror e Koch, 1977: Adisa, 1983).

Com frequéncia este patdgeno ¢ encontrado nas sementes de seus hospedeiros e embora

algumas vezes seja relatada sua agio na deterioragdo destas (Richardson, 1990), em muitos



cultivos ndo se conhecem detalhes e o significado desta associa¢do quanto a transmissibilidade as
progénies. Com relagdo a estes aspectos, foi demonstrado que sua presenga na semente de milho
resulta em descoloragdo, o que permite sua detec¢do sem a necessidade de incubagio. Q_nn_'(_zfé_lio é
encontrado _ir_1t_e_mafmente. podendc_a atin_gir todas as partes da semente, inclusive o embrido.
Quando a semente inicia a germinar;ao,_o fungo € transmitido sistemicamente e pode causar a
morte em pré e pds emergéncia, sendo este efeito maior quando a semente encontra-se
severamente infectada (Kumar e Shetty, 1983). Estudos através da microscopia eletronica de
varredura mostraram a presenca de micélio de B. theobromae na cavidade entre o embrido e
endosperma em sementes de Pinus caribea, porém ndo elucidaram as vias de penetracio do
patogeno (Rees, 1988). Em sementes de algodoeiro, Roncadori, Mc Carter e Crawford (1971)
verificaram sua presenga em sementes inteiras e em embrides isolados, quando submetidos ao
teste de sanidade. A obteng:é_o de correlagdes significativas entre altos niveis de incidéncia do
patogeno e baixos percentuais de germinagdo de sementes de algodoeiro sdo indicativos de sua
acao na deterioragdo destas (Roncadori, Mc Carter e Crawford, 1971; Bueno, 1986). -

No cacaueiro, B. theobromae pode ser encontrada causando a doenga denorrinada “morte
descendente”. Esta doen¢a se manifesta inicialmente nos ramos, pela forma¢do de manchas
umidas, de coloragdo escura, seguida de murcha e queda das folhas. Os ramos secam e morrem.
apresentando a casca mole que se desintegra e se desprende do lenho e os ‘tecidos internos
apresentam lesdes necroticas de colora¢do castanha A planta morre e nos ramos atacados
encontram-se numerosos picnidios do fungo. Entretanto, embora confirmada a patogenicidade de

B. theobromae como agente causal desta enfermidade, acredita-se que a severidade da mesma
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pode estar associada a fatores tais como estado nutricional da planta, suprimento de agua e
condigdes fisicas do solo (Bastos e Evans, 1979).

Em plantas de abacateiro, 5. theobromae causa a doenga denominada “morte regressiva”
que se caracteriza pela necrose e seca dos tecidos afetados e avanga progressivamente do apice
ate os galhos grossos e tronco, resultando em queda da folhagem, definhamento e morte (Rondon
¢ Guevara, 1984). Em pimenta-do-reino pode causar a murcha e queda das folhas devido ao
apodrecimento da regido nodal (Radhakrishnan e Mammootty, 1987) € no coqueiro causa a
“queima das folhas” (Souza Filho, Santos Filho e Robbs, 1979: Ram e Leal, 1990). Sharma,
Mohanam e Florence (1984) verificaram em plantios de Lucaliptus com idade de 9 a 16 meses,
alta incidéncia de murcha e morte das plantas, determinada pela presenga de cancro e constrigdo
tipica na regido do colo, causada por B. theobromae.

Muitos frutos tropicais comestiveis tais como goiaba, banana e manga, podem ser
deteriorados pela agdo deste fungo em pré e pos colheita (Adisa, 1983: Adisa, 1985; Mandal e
Dasgupta, 1985). Podem ser tambem deteriorados em pré e pos colheita, mandioca, inhame e
batata doce; nestes casos a infecgio tem inicio através de ferimentos, principalmente pela cicatriz
remanescente da ligagdo com a parte aérea do vegetal (Krantz, Shumutterer e Koch. 1977).

Os efeitos do parasitismo de B. theobromae em algodoeiro estdo relacionados
particularmente ao apodrecimento das magas, segundo Bagga (1970); Kimati (1980) e Watkins
(1981). Estudos ao microscopio eletronico de varredura mostram que as hifas deste fungo podem
penetrar nas magds do algodoeiro diretamente através da camada superficial de cera, através dos
pelos epidermiais ou dos estomatos, passando facilmente a cuticula e parede celular, sem a

formagdo de apressorios ou ‘peg’de infecgdo (Snow e Sachdev,1977). Os sintomas de necrose
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decorrentes da infecdo destes frutos esta associada a produgdo de enzimas de degradagdo peio
patogeno (Wang e Pinckard, 1972).

A podriddo das magas incide no algodoeiro, principalmente quando ocorrem periodos
prolongados de chuva, durante sua formagio e colheita e pode ser detectada com maior
frequéncia em lavouras mais densas e mais desenvolvidas. Estas magds ndo apresentam boa
deiscéncia e o algoddo colhido é sempre de qualidade inferior (Lagiere, 1968; Cia, 1977). Balmer,
Bastos Cruz e Silveira (1967), avaliando a ocorréncia de fungos que afetam as macds do
algodoeiro no Estado de Sdo Paulo, isolaram B. theobromae em cerca de 25% das amostras
examinadas. De acordo com o Cotton Disease Council, nos Estados Unidos da América (citado
por Sanders & Snow, 1978) as perdas causadas pela podriddo das magds em cultivos de
algodoeiro na Lousiana, durante os 25 anos anteriores, foi em média, aproximadamente 11%.

Estudos realizados por Pizzinatto, Soave e Cia (1983), inoculando cinco isolados de B.
theobromae em plantas de trés cultivares de algodoeiro, em varias idades, confirmaram a
patogenicidade deste fungo apenas as magis, apesar de se verificar sua capacidade em invadir e
sobreviver por varios meses nos tecidos vegetativos das plantas. Porém, mais recentemente a
patogenicidade de B. theobromae causando seca de brotos e ramos em plantas de algodoeiro
com 45 dias de idade, foi demonstrada por Lakshmana e Mohan (1989). Estes relatos sugerem a
susceptibilidade diferenciada de cultivares de algodoeiro, conforme verificado por Cauquil e Follin
(1970) em relagdo a este e outros patogenos agentes causais da podridao de magds. Sugerem

também a possivel existéncia de ragas fisiologicas do patogeno B. theobromae.
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OCORRENCIA E SOBREVIVENCIA DE Botryodiplodia theobromae Pat. EM SEMENTES
DE ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.) PRODUZIDAS NO ESTADO DE MINAS
GERAIS.

RESUMO

No presente trabalho, avaliou-se a ocorréncia de B. theobromae em sementes de
algodoeiro das regides do Tridngulo e Norte do Estado de Minas Gerais, safra 90/91, utilizando-
s¢ sementes com e sem linter. O fungo foi detectado em 100% das amostras de sementes
provenientes da regido do Tridngulo, independentemente da presenca de linter. Na regido Norte,
foi detectado em 90,2 e 82% das sementes analisadas com e sem linter, respectivamente. Os niveis
de ocorréncia nas amostras estiveram em geral, abaixo de 25%, que € a proposta para o padrdo de
tolerancia do fungo na classe de sementes certificadas/fiscalizadas no Brasil, e menores na regido
Norte. A maioria das amostras apresentou crescimento meédio de B. theobromae por semente.
cobrindo mais de 50% de sua superficie visivel, estimado através da atribuigdo de notas. A
ocorréncia de B. theobromae em sementes armazenadas durante 11 meses, sofreu declinig
acentuad_c? a partir do quarto més e atingiu niveis proximos a zero. a partir do oitavo més, quanda
as sementes foram mantidas em ambiente de laboratorio. A ocorréncia do patogeno foi preservada
a0 longo deste periodo, quando as sementes foram mantidas em cimara fria e seca. A avaliagdo
do percentual de germinagio das sementes realizada em trés épocas, durante o periodo de
armazenamento. mostrou aumento aos 6 e 11 meses, _serjd_c_; este efe_ito maipr em _ambif:nte de

laboratorio.
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SUMMARY

Occurrence and survival of Botryodiplodia theobromae Pat in cotton seeds (Gossypium

hirsutum L.) produced in the State of Minas Gerais, Brazil.

The occurrence of B. theobromae was evaluated in seed samples of cotton produced in the
regions of Tridngulo and North of Minas Gerais State, Brazil, in 1990/91. Analysis were made
considering seeds with lint and seeds without lint. The fungus was detected in 100% of the seed
samples examined from Triangulo region, irrespective to the presence or absence of lint. In the
North region, B. theobromae was detected in 90,2 of the samples with linted seeds and in 82% of
the samples with delinted seeds. The occurrence levels of this fungus in seed samples were
generally lower than 25%, which is the standard tolerance figure proposed in Brasil, and were
lower in the North region than in the Tridngulo region. Most of the seed samples presented
growth of B. theobromae on individual seed covering more than 50% of its visible top surface,
evaluated by diferent notes. The occurrence of B. theobromae in seed samples during storage for
eleven months declined greatly from the fourth month, reaching almost zero from the eigth month
on. when they were stored at laboratory conditions. The occurrence of B. theobromae was
preserved during eleven months when seeds were stored in cold and dry room. Evaluation of seed
germination rate, was done at the beginning and the 6" and 11" month during storage, showing

the results an increasing in this rate which was higher under laboratory condition.
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INTRODUCAO

O fungo Botryodiplodia thebromae ¢ relatado como um dos microorganismos
particularmente envolvidos no apodrecimento de frutos do algodoeiro (Bagga, 1970; Wang e

Pinckard, 1972), podendo ser encontrado em associagdo com as sementes desta cultura

(Richardson, 1990). Estudos conduzidos por Roncadori, Mc Carter e Crawford (1971), op~ <

mostraram correlagdo significativa entre altos niveis de ocorréncia de B, theobromae no embrido e
baixos percentuais de germinagdo de sementes de algodoeiro recém colhidas, evidenciando sua
agdo na deterioragdo das sementes antes da colheita. Estes autores armazenaram as sementes

durante cinco meses em camara fria e verificaram redugdo na ocorréncia de A. theobromae,

emborg .n%io significativa, de 10,5% para 9,0% apos o armazenamento.

Analises de sanidade de sementes de algodoeiro provenientes das regides do Triangulo e
Norte do Estado de Minas Gerais, pelo método de incubagdo em papel de filtro, mostraram
ausencia deste patogeno em amostras da safra 80/81 e sua ocorréncia em 3,6% das amostras da
safra 81/82 (Tanaka e Paolinelli, 1984). Analises realizadas em sementes da safra 85;1’86,
utilizando-se os métodos de incubagdo em papel de filtro e de incubagdo em meio agar,
mostraram elevada ocorréncia do referido fungo, principalmente nas amostras produzidas na
regido do Tridngulo (Sobreira, 1988). De acordo com este autor, os percentuais de ocorréncia nas
amostras da regido do Tridngulo foram de 78.94 e 50% em meio agar e em papel de filtro,
respectivaniente, e na regiao Norte, de 13.15 e 21,05%. Estes percentuais referem-se a ocorréncia

de B. theobromae em analises conduzidas nos mesmos anos de produgdo das sementes. nio



26
havendo informagdes sobre sua ocorréncia em sementes possivelmente armazenadas para plantio
no ano seguinte.

Neste estudo, estabeleceu-se como objetivos, a avaliagdo da ocorréncia de B. theobromae
em amostras de sementes fiscalizadas de algodoeiro, no Estado de Minas Gerais, no ano agricola
de 90/91, levando-se em consideragdo a procedéncia geografica e a sobrevivéncia do patdgeno ao

longo do armazenamento por 11 meses, sob diferentes condigdes de ambiente.

MATERIAL E METODOS

L. Avaliaciio da ocorréncia de Botryodiplodia theobromae.

Foram analisadas 81 amostras de sementes, 53 provenientes da regido do Tridngulo e 28
provenientes da regido Norte do Estado de Minas Gerais. As amostras pertenciam a cultivar
IAC - 20, exceto quatro amostras da regido do Tridngulo, que eram da cultivar Redengdo. A
extratificacdo para coleta das amostras foi feita considerando-se a proporcionalidade de areas
plantadas nestas regides, conforme lista de registro de produtores de sementes fiscalizadas de
algodoeiro no ano agricola 90/91, fornecida pela Secretaria de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Estado de Minas Gerais.

A amostragem foi realizada de acordo com procedimentos prescritos nas Regras para
analise de sementes (Brasil, 1976). sendo cada amostra constituida de 2 kg de sementes,

acondicionadas em sacos de papel ou pano. A coleta e analises foram realizadas no periodo de
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agosto a outubro de 1991, antecedendo ao periodo de plantio do algodoeiro no Estado de Minas
Gerais, que € realizado na segunda quinzena de outubro a primeira quinzena de novembro.

As amostras foram mantidas em ambiente de laboratorio até sua utilizagdo, sendo este
periodo sempre inferior a 30 dias. Em laboratorio, cada amostra foi homogeneizada manualmente,
retirando-se de cada, a amostra de trabalho destinada a analise sanitaria, De cada amostra de
trabalho foram analisadas 200 sementes com linter e 200 sementes deslintadas quimicamente.

As sementes com linter foram superficialmente desinfestadas pela imersdo em etanol 70%,
durante | minuto e posteriormente secas sobre papel de filtro.

O deslintamento quimico foi feito pela adigdo de 10 ml de acido sulfurico concentrado em
cerca de 300 sementes, seguido de agitagdo com bastdo de vidro durante dois a trés minutos e
lavagem em agua corrente. Para neutralizar o acido sulfurico residual, as sementes foram imersas
por dez minutos em solugdo de bicarbonato de sodio 1%, seguido de lavagem em 4gua corrente e
secas a sombra sobre papel de filtro.

Em capela de fluxo laminar, sementes com linter e sementes sem linter foram
individualmente transferidas para placas de plastico transparente, didmetro de 15 cm, contendo
cada, trés discos de papel de filtro esterilizados e umidecidos em solugio de 2.4
Diclorofenoxiacetato de sodio, 10 ppm, também esterilizada. Em cada placa foram semeadas 25
sementes equidistantes, sendo preparadas oito placas contendo sementes com liriter e oito placas
contendo sementes sem linter, para cada amostra. As placas foram incubadas em cdmara com
temperatura de 21 + 2°C e fotoperiodo de 12 h , usando-se lampadas de luz negra Silvania 30w.
Aos sete dias de incubagao, determinou-se a presenca de B. theobromae nas sementes, através de

observagdo ao microscopio estereoscopico.
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O percentual de ocorréncia foi determinado considerando-se o percentual de amostras
portadoras de B. theobromae, em relagdo ao nimero total de amostras examinadas por regido. Os
niveis de ocorréncia foram determinados considerando-se os percentuais de sementes com
incidéncia de B. theobromae em cada amostra examinada. Os niveis de ocorréncia obtidos foram
submetidos a analise de distribuigdo de frequéncias, discriminando-se as regides produtoras e
presenga ou ndo de linter nas sementes.

Avaliou-se também o crescimento do patogeno sobre a superficie das sementes. Para isto,
foram atribuidas notas de acordo com a extensio de seu crescimento sobre cada semente,
conforme a escala: | - presenga de frutificagio em pontos isolados na superficie superior das
sementes; 2 - incidéncia cobrindo cerca de um quarto desta superficie; 3 - cobrindo cerca de
metade da superficie; 4 - cobrindo cerca de trés quartos da superficie e 5 - cobrindo toda a
superficie visivel da semente. Para cada amostra determinou-se a nota media. Considerando-se as
regides produtoras e a presenga ou ndo de linter, foram calculados os percentuais de amostras
apresentando nota média inferior a 3, correspondente ao crescimento do fungo sobre menos de
50% da superficie visivel das sementes e de amostras com nota média superior a 3,

correspondente ao seu crescimento sobre mais de 50% desta superficie.
2. Sobrevivéncia de Botryodiplodia theobromae em sementes durante o armazenamento.
Foram utilizadas amostras de quatro lotes de sementes de algodoeiro cultivar IAC - 20,

produzidas na regiao do Tridngulo, safra 91/92, selecionadas pelos seus niveis de ocorréncia de 5.

theobromae, determinados pelo teste de incubacio em papel de filtro
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Cada amostra, apos homogeneizacdo manual foi dividida ao meio, sendo metade

armazenada em ambiente de laboratorio e a outra metade em cimara seca e fria (40% U

_I_lme

IOi’(_T)_, em embalagens g!e papeldo. A intervalos de 30 dias, cada amostra foi novamente
homogeneizada, retirando-se de cada uma, 200 sementes que foram submetidas ao teste de
sanidade, apos deslintamento quimico. O deslintamento e a analise de sanidade foram realizados
de acordo com os procedimentos descritos anteriormente.

O armazenamento teve inicio em outubro de 1992, sendo finalizado em outubro. de 1993.

periodo de armazenamento. Foram utilizadas 200 sementes retiradas de cada amostra, apos
homogeneizagdo manual. Estas foram colocadas em rolo de papel Germitest, em oito repeti¢des
de 25 e mantidas por quatro dias em germinador a temperatura de 25°C. O percentual de
germinagdo foi determinado de acordo com procedimentos descritos nas Regras para analise de
sementes (Brasil, 1992).

Os dados de ocorréncia de B. theobromae e de germinagio das sementes, obtidos aos 0:6

e 11 meses de armazenamento foram submetidos a analises estatisticas de variancia. Para isto os

percentuais de ocorréncia foram transformados por log (x + 10) e os de germinagdo por

Ji
senx; %00 ;

As medias de temperatura e de umidade relativa mensais, obtidas por determinagdes
diarias na Esta¢do Climatologica localizada no campus da Escola Superior de Agricultura de

Lavras, durante o periodo de armazenamento das sementes. encontram-se na Figura 1.
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[emperaturas e umidades relativas médias mensais. obtidas por determinagdes diarias

na Estagdo Climatologica localizada no campus da Escola Superior de Agricultura
de Lavras. ESAL - Lavras, 1994.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliagdo da ocorréncia de Botryodiplodia theobromae

Os resultados da analise sanitaria esquematizados na Tabela 1 e Figura 2 mostram a
ocorréncia de B. theobromae nas amostras de sementes de algodoeiro provenientes das regides do

Tridngulo e Norte do Estado de Minas Gerais.

TABELA 1. Ocorréncia de B. theobromae em amostras de sementes de algodoeiro produzidas

nas regides do Triangulo e Norte do Estado de Minas Gerais, analisadas com e sem
linter. ESAL - Lavras, 1994,

Ocorréncia entre Nivel de ocorréncia
Regides as amostras (%)
(%) Minimo Média Maximo
Triangulo s/ linter 100,0 0,5 9.8 36,0
¢/ linter 100,0 0.5 12,6 33,0
Norte s/ linter 82,0 0,5 3.2 17,0
¢/ linter 90,2 0,5 2,6 17,5

Com base no valor do padrao de tolerancia proposto pela Associagdo Brasileir; de
Tecnologistas de Sementes, de 25% para sementes certificadas/fiscalizadas (Machado,
comunicagdo pessoal), constata-se que a maioria das amostras estaria dentro dos limites
estabelecidos para este patogeno. Nota-se também que os niveis de ocorréncia sio ainda menores
na regiao Norte, em relagdo a regido do Tridngulo, provavelmente em decorréncia da maior
pluviosidade que predomina na regido do Tridngulo De acordo com Lagiére (1968) o
apodrecimento de frutos do algodoeiro, causado por B. theobromae, é favorecido em maior

escala pelas condigdes de alta umidade do ambiente. Observa-se ainda na regido do Triangulo.
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tendéncia das amostras analisadas com linter em apresentarem niveis de ocorréncia do fungo, em
geral mais altos que quando analisadas sem linter (Figura 2).
Na Tabela 2 estdo expressos os resultados referentes a avaliagdo do nivel de crescimento

de B. theobromae sobre a superficie das sementes pelo do teste de incubagdo em papel de filtro.

TABELA 2. Percentual de amostras de sementes de algodoeiro em fungdo da extensdo do
crescimento médio de B. theobromae produzido sobre a superficie visivel das
sementes, durante o teste de sanidade. ESAL - Lavras, 1994

Percentual de Percentual de amostras portadoras de B. theobromae
cobertura da Triangulo Norte

semente pelo fungo s/ linter ¢/ linter s/ linter ¢/ linter
<50 17 41,5 26,1 30,8
250 83 58,5 73,9 69,2

Para ambas as regides consideradas no presente estudo observa-se que B. theobromae
apresentou a cobertura media por semente, superior a 50% da superficie visivel das sementes, na
maioria das amostras. Para a regido do Tridngulo a propor¢do de cobertura de B. theobromae,
superior a 50%, ¢ da ordem de 5:1 em se tratando de sementes sem linter.

Estes resultados revelam que em geral as sementes de algodoeiro veiculam elevada
quantidade de inoculo, de B. theobromae, fazendo com que haja uma alta probabilidade deste
patogeno atingir os tecidos da plantula por ocasido da germinagio. Segundo informacdes de
literatura, considerando outros tipos de fungos e sementes e dentro deste aspectd de potencial de
inoculo, as chances de transmissdo de um patogeno a partir de sementes a progénie, com
possibilidade de ocorréncia de doengas em carater epidémico sdo tanto maiores na medida que o
potencial de inoculo associado as sementes ¢ mais elevado (Aulakh, Mathur e Neergard, 1974).

Fica evidenciado também que a ndo quantificagdo do potencial de inoculo por semente, nos
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resultados de testes de sanidade faz com que a interpretagao destes resultados sejam questionaveis
de certa forma, do ponto de vista epidemiologico.

Em se tratando de um fungo com crescimento micelial acentuado, conforme nota-se em
avaliagdes em meios de cultura, pode-se também admitir que a presenga de B. theobromae em
alto potencial de inoculo nas sementes pode dificultar ndo s6 o crescimento de outros fungos
associados as sementes de algodoeiro como também dificultar a visualizagdo destes durante o
exame das sementes pelo teste de papel de filtro. O crescimento excessivo de B. theobromae em
sementes de algodoeiro, possivelmente sobrepujando o de outros fungos presentes nas mesmas é
também um fato de enorme preocupagao, ja referido por outros autores. Machado e Langerak
(1993), tratam desse problema como um dos fatores principais que tornam o “blotter test” em
algodoeiro questionavel para a detec¢do de fungos em geral. De acordo com estes autores, o
crescimento exuberante de B. theobromae sobre o papel de filtro, além de causar contaminagdes
secundarias atingindo outras sementes, dificulta o desenvolvimento de outros fungos. Sugerem a
adi¢do do fungicida iprodione, em baixa concentrag@o, ao papel substrato, como forma de reduzir

seu crescimento e assim facilitar a avaliagdo dos demais fungos.

2. Sobrevivéncia de Botryodiplodia theobromae em sementes durante o armazenamento.

Os resultados referentes ao comportamento de B. theobromae e a germinagao das

sementes, durante o periodo de armazenamento, encontram-se na Figura 3 e Tabelas 3 e 4.

-

Pela Figura 3 vé-se que em ambiente de laboratorio B. theobromae-apresentou um

acentuado declinio a partir do 4° més de armazenagem, chegando a niveis proximos de zero, a



35

partir do 8 més. Por outro lado, em cdmara fria, observa-se uma maior estabilidade dos niveis

médios de ocorréncia do patogeno no decorrer de todo o periodo de armazenamento.

18
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-
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FIGURA 3. Niveis médios de ocorréncia de B. theobromae em sementes de algodoeiro
armazenadas em camara fria e seca e em ambiente de laboratério. ESAL - Lavras,
1994,
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TABELA 3. Niveis médios de ocorréncia de B. theobromae em amostras de sementes de
algodoeiro armazenadas em ambiente de laboratorio e em camara fria. ESAL -
Lavras, 1994.

Local de Meses de armazenamento

armazenagem 0 6 11
Ambiente 15,0 aA 2,0 bB 0,4 bB
Cédmara fria 15,0 aA 10,1 aA 11,0 aA

CV = 5,1%. Médias seguidas por mesma letra mintiscula nas colunas e maiuscula nas linhas néo
diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 4. Percentuais médios de germinagdo das sementes de algodoeiro armazenadas em
ambiente de laboratdrio e em cdmara fria. ESAL - Lavras, 1994.

Local de Meses de armazenamento
armazenagem 0 6 11
Ambiente 30 aB 58 aA 69 aA
Camara fria 30 aC 41 bB 59 bA

CV = 8,7%. Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas nio
diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ainda em camara fria, as redugdes aparentes, em relagdo ao nivel inicial (Figura 3) ndo
foram consist_e_n;f_:__s__e suficientes para determinar diferengas significativas aos seis e onze meses do
armazenamento (Tabela 3).

Em termos estatisticos, as avaliagdes feitas em trés epocas durante o periodo de
armazenamento (Tabela 3) indicam que em camara fria o nivel de B. theobromae nio sofreu
variagdes significativas o que nao ocorreu em condigdes de armazenagem em ambiente de
laboratorio, onde, apos seis meses, o declinio de B. theobromae foi expressivo. Provaveis causas
do dec!i_nio_ de B. theobroame, quando as sementes foram armazenadas em ambiente de
lab_oratc')rio Bqd_em_ ser atribuidas as variagdes de temperatura sempre acima de 10°C e a grandes

variagdes de umidade relativa do ar (Figura 1). Nestas circunstancias, a alternancia de populagdes

S

microbianas nas sementes pode levar a predomindncia de organismos antagdnicos a B.

theobromae, fazendo com que sua sobrevivéncia seja desfavorecida no intervalo de 70% a 90%
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de UR (Figura 1). Ha citagdes de predominancia tipica alternada de certas espécies de fungos de
armazenamento, como Aspergillus glaucus, A. flavus e Penicillium sp (Neergaard, 1979; Berjak,
1987). ndo se descartando a ocorréncia de espécies de Bacillus e de outras bactérias nestas

condigdes. Da mesma forma estudos conduz:dos por lea et al (1988),_traxando da sobrevwencm
‘-————--._.______-_____ -

de ( ol!eromchum gossypii var cepha{osporm:des mostraram que o armazenamento de sementes

de algodoeiro a temperatura ambiente, fez com que o indice de ocorréncia desse fungo sofresse

um declinio drastico a partir do 8° mes.

Os resultados referentes a germinagio das sementes (Tabela 4) sugerem que o decllmo na

\'iab_ilidade_d_e___Bf. theobromae pode ter sido o fator principal determinante dos indices mais

e]e\ados da taxa de germinagao no transcorrer do periodo de armazenagem. Isto € possivel, uma

vez que B. theobromae pode causar a deterioragio e morte das sementes de algodoeiro

(Roncadori, Mc Carter e Crawford, 1970; Oliveira, Machado e Andrade, 1993).

Do ponto de vista de controle, os resultados obtidos no presente estudo mostram que a
inativaco de B. theobromae em sementes de algodoeiro através do armazenamento em condigoes
semelhantes ao ambiente de laboratorio (temperatura média de 20+2°C e umidade relativa média
de 76=5%). pode ser uma alternativa para o aproveitamento de lotes reprovados em um
det?@do _anE)_____er_r_l_d_et_:()r_r_'éggia da agdo deste patogeno na fase de germinagdo. Por sua vez. a

armazenagem de sementes em camara fria e seca, revela que nestas condigdes os niveis de

ocorréncia de B. theobromae sao preservados e isto tem sua aplicagdo pratica em termos de

reavaliagdo de amostras quando necessario
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CONCLUSOES

I. Sementes de algodoeiro provenientes da regido do Tridngulo do Estado de Minas
Gerais apresentam maior incidéncia de B. theobromae, em relagdo a regido Norte, evidenciando
maior potencial desta ultima para producdo de sementes livres deste patogeno.

2. Sementes de algodoeiro sdo capazes de veicular B. theobromae em elevada proporgéo.

3. A viabilidade do in6culo de B. theobromae em sementes de algodoeiro, foi preservada
em camara fria e seca e sofreu declinio acentuado em ambiente de laboratério durante onze meses
de armazenagem. 18

4. O armazenamento de sementes de algodoeiro portadoras de B. theobromae resultou em
aumento de percentual de germinag@o apos seis e onze meses, sendo esse efeito mais acentuado

em ambiente de laboratorio, em relagdo a camara fria e seca. &
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EFEITOS E TRANSMISSIBILIDADE AS SEMENTES DE Botryodiplodia theobromae Pat.

EM ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.).

RESUMO

Plantulas de algodoeiro, cultivadas em substrato de agar e solugdo nutritiva, sob condigdes
controladas, intactas ou com folhas feridas por estilete, foram inoculadas com micélio de B
theobromae. Plantas jovens, em floragio e em frutificagdo, com ou sem ferimentos, foram
inoculadas com suspensdo de conidios do fungo e em outro estudo com micélio, colocado em
locais marcados no caule, folhas, flores e frutos. O solo contido em vasos foi contaminado através
de sementes de algodoeiro com B. theobromae, sendo ai cultivadas plantas até a produgdo. Frutos
em diferentes estadios de desenvolvimento, conforme sua localizagdo nas plantas, foram
individualmente inoculados com suspensio de conidios. Cinco genotipos de algodoeiro foram
inoculados com suspensio de conidios, na época de frutificagdo, sendo os frutos destes
inoculados em separado, com micélio, em caixas Gerbox. B. theobromae causou le.sﬁes
necroticas, seca e morte das plantulas “in vitro” e lesdes necroticas nas plantas jovens, onde
sobreviveu até a época de frutificagio. Em plantas em floragio ndo causou infecgdo mas
provocou podriddo seca dos frutos e seca dos ramos apicais nas plantas em frutificacio. Estes
efeitos nao foram influenciados pelos ferimentos. Parte dos frutos infectados, em todos os
estadios de desenvolvimento, apodreceu totalmente e a maioria completou a deiscéncia,

transmitindo o patogeno as sementes. Os cinco gendtipos estudados mostraram-se susceptiveis e

transmitiram B. theobromae as sementes.
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SUMMARY

Effects and seed transmissibility of Botryodiplodia theobromae Pat on cotton (Gossypium

hirsutum L.).

Cotton seedlings cultivated on agar nutrient medium, under controlled conditions, and
growing plants in different stages in soil substrate were inoculated with B. theobromae mycelium
and or conidial suspension. Part of the inoculated seedlings and plants were artificially wounded
prior to the inoculation. Additional set of experiments was carried out considering inoculation
different organs of the plants such us stem, leaves, flowers and fruits. Cotton plants were
cultivated in pots with contaminated soil using colonized cotton seeds with B. theobromae. Fruits
in different development stages, according to their plant position were individually inoculated with
conidium suspension. Five cotton breeding lines were inoculated with conidia at the frutification
time and their fruits inoculated separately in plastic boxes. B. theobromae caused necrotic lesions
and death of seedlings “in vitro” and necrotic lesions on young plants wherein it survived unti) the
cotton harvest. This pathogen was not able to infect plants at the flowering stage but caused dry
rot of fruits and progressive dry of stem in plants with fruits. These effects were not influenced by
wounding tissues prior to the inoculation. Part of the infected fruits in all development stages was
completely rot and the majority completed their dehiscence and transmitted the fungus to seeds.

The five breeding lines studied were susceptible to and transmited B. theobromae to the seeds.



44

INTRODUCAO

O fungo Botryodiplodia theobromae Pat. ocorre em ampla distribuicdo geografica no
mundo, principalmente na faixa entre 40° norte e 40° sul do equador, em associagdo com mais de
500 espécies vegetais hospedeiras. Em fase teleomoérfica é denominado Physalospora rhodina
Berk & Curf. apud Cooke e dentre 19 sinonimias inclui-se Diplodia gossypina Cooke
(Punithalingan, 1976).

No algodoeiro, o referido fungo é relatado como capaz de penetrar os tecidos verdes dos
frutos causando seu apodrecimento que, em geral, impede a deiscéncia Lagiere (1968); Bagga
(1970). O micélio ramifica-se na superficie dos frutos e as hifas penetram o pericarpo,
normalmente através da camada de cera na cuticula ou através dos pelos epidermais e pelas
aberturas estomaticas, sem a formagdo de apressorios ou "peg" de infec¢do (Snow e Sachdev,
1977). Aparentemente, a penetragdo e invasdo dos tecidos ocorre em fungdo da produgdo de
enzimas pecticas produzidas pelo fungo, além de proteases, fosfatases e outras (Wang e Pinckard,
1971, Wang e Pinckard, 1972). Genotipos de algodoeiro apresentando resisténcia a0
apodrecimento de frutos causado por este e por outros patogenos, foram encontrados na Africa
(Cauquil e Follin, 1970).

Em estudo conduzido por Pizzinatto et al (1983), a inoculagdo de plantas de algodoeiro
em varias idades nd3o produziu sintomas de doenga, embora o fungo tenha sobrevivido nos tecidos
vegetativos de varias plantas. Entretanto, recentemente, foi relatada a seca de ramos em plantas

de algodoeiro, tendo como causa B. theobromae (Lakshamanan e Mohan, 1989).
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No Estado de Minas Gerais, B. theobromae foi detectado em amostras de sementes de
algodoeiro provenientes de diferentes regides, com freqiéncia de até 78,9% (Sobreira, 1988). Tal
ocorréncia generalizada pode indicar a transmissdo do fungo para as sementes, provenientes de
capulhos, abertos por ocasiio da colheita, embora seja considerada a possibilidade de
contaminagdo das sementes através de esporos que, de acordo com Sanders e Snow (1978)
podem ser veiculados pelo ar.

O presente trabalho visou avaliar os efeitos da inoculagdo de B. theobromae em
algodoeiro, cultivar IAC-20, nos estadios de plantulas, cultivadas "in vitro", de plantas em varias
fases de desenvolvimento e a transmissibilidade do patogeno para as sementes a partir de magas
infectadas em diferentes estadios de desenvolvimento. Foi objetivo também avaliar a

patogenicidade do fungo a diferentes genotipos inoculados durante a fase de produgao.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia de Sementes e em casa-de-

vegetacao telada, do Departamento de Fitossanidade da Escola Superior de Agricultura de Lavras

no periodo de setembro de 1991 a abril de 1993.

1. Efeitos de B. theobromae em plintulas de algodoeiro cultivadas “in vitro”.

Sementes da cultivar IAC-20 utilizadas neste estudo foram deslintadas atraves de acido

sulfurico concentrado, na proporgao de 10ml do acido para cerca de 300 sementes, seguido de



46

agitagdo com bastdo de vidro, por dois a trés minutos e depois lavagem em agua corrente. Logo
apos as sementes foram imersas em solugdo de bicarbonato de sodio 1%, durante dez minutos e
novamente lavadas em agua corrente. Através de diferengas de densidade em agua procedeu-se a
selegdo das sementes eliminando-se a fragdo flutuante,

As sementes selecionadas foram superficialmente desinfestadas com hipoclorito de sédio
1%, secas sobre papel de filtro esterilizado, em capela de fluxo laminar e assepticamente
transferidas para tubos de ensaios 3x20cm, contendo 10 ml de meio 4gar-solu¢do nutritiva de
Hoogland (1950), completa, diluida 10 vezes e esterilizados por autoclavagem, durante 20
minutos a 121°C, 1,5 atm, colocando-se uma semente por tubo. Os tubos, vedados com algodao,
foram incubados em camara de crescimento vegetal com temperatura de 28 + 2°C e fotoperiodo
de 12h usando-se lampada luz do dia Grolux 40W.

Aos 15 dias da semeadura, as plantulas obtidas foram selecionadas pela auséncia de
sintomas de doenga e de danos mecanicos visiveis. Plintulas com e sem ferimentos nas folhas,
feitos com auxilio de estilete, foram inoculadas com discos, Smm de didmetro, contendo micélio,
retirados da periferia da colonia de B. theobromae; face micelial em contato direto com o teéido
foliar. Nas plantas ndo inoculadas foram colocados discos de meio BDA sem inéculo do fungo.
Foram estabelecidos 40 repetigdes para cada tratamento, totalizando 160 tubos. Estes foram
novamente incubados por mais 15 dias quando procedeu-se a avaliagdo dos danos causados pelo
fungo nas plantulas.

O isolado do fungo utilizado procedeu de sementes de algodoeiro produzidas na regido do

Tnéangulo, no Estado de Minas Gerais, e foi cultivado por sete dias em meio BDA (extrato de
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200g de batata, 20g de agar purificado, Merck e 20g de dextrose/l), em incubadora a 21 + 2°C e

fotoperiodo de 12h, utilizando-se lampada luz negra, Silvania 30W.

2. Efeitos da inoculagio de suspensio de conidios de B. theobroame em plantas de

algodoeiro em diferentes fases de desenvolvimento.

Neste estudo, constituido por 12 tratamentos em esquema fatorial, plantas de algodoeiro
em trés fases de desenvolvimento (fase juvenil, floragdo e frutificagdo), com ou sem ferimentos,
foram inoculadas ou ndo com Botryodiplodia theobromae, usando-se como inéculo suspensdo de
conidios. Cada tratamento foi repetido dez vezes, sendo cada parcela experimental constituida por
um vaso com 5 Kg de substrato, contendo duas plantas, totalizando 120 vasos e 240 plantas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Foram utilizadas sementes de algodoeiro cultivar IAC-20, isentas de fungos patogénicos,
provenientes de amostra selecionada dentre as amostras analisadas quanto ao perfil sanitario, pelo
metodo de incubagdo em papel de filtro. Estas sementes foram deslintadas quimicamente e
selecionadas conforme procedimento descrito no item 1.

Em cada vaso foram semeadas quatro sementes, a profundidade de 3cm, sendo o desbaste
feito logo apos a emergéncia das plantulas. Aos 30 dias pos-semeadura, as plar_nas de todos os
vasos foram inoculadas com os fungos micorrizicos Acaulospora morrowae Spain & Schenck e
Glomus clarum Schenck & Smith, multiplicados em vasos de cultivo contendo Brachiaria
decumbens Staf. como hospedeiro e solo e vermiculita (1 1) fumigado, como substrato.

O substrato de cultivo do algodoeiro foi composto por Latossolo, areia e esterco de curral

na proporgao de 3:1:1, sendo fertilizado com N=300: P=200; K=150; Mg=15; B=0,2; Cu=1,5;
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Mo=0,1; Zn=5 mg/Kg de substrato, nas formas de sulfato de aménia, superfosfato simples,
cloreto de potassio, sulfato de magnésio, acido borico, sulfato de cobre, molibdato de aménio e
sulfato de zinco, respectivamente, com base em resultados da analise quimica e recomendagdes
para a adubagdo do algodoeiro, conforme Malavolta (1980). O nitrogénio foi parcelado em trés
vezes e 0s micronutrientes foram aplicados em solugéo.

0 iné.culo de B. theobromae foi constituido por suspensdo de conidios em concentragdo
de 2,3 - 10%, com germinagdo acima de 90%, sendo sua viabilidade avaliada pelo método descrito
por Odell e Smith (1982). Para a obtengdo de conidios o fungo foi cultivado por 15 dias em meio
BDA, em cimara de incubag#o, a 21 + 2°C, sob luz negra com fotoperiodo de 12h. Os conidios
foram removidos da colonia por lavagem com 4agua esterilizada, sendo a suspensdo filtrada em
gase ¢ a ela adicionada uma gota de espalhante adesivo Tween 20. A concentragdo de conidios na
suspensdc foi determinada com auxilio da cAmara de Neubauer.

A inoculagio foi feita com atomizador De Vilbss, aplicando-se cerca de Sml da suspensao
de conidios por vaso. As plantas foram mantidas sob camara imida preparada pela cobertura com
sacos plasticos transparentes, durante 48h.

Os ferimentos nas plantas foram feitos nas folhas e caules, flores e frutos, conforme a
epoca de inoculagdo, com auxilio de pequena placa de isopor pontilhada com alfinetes, por
ocasido das inoculagdes.

O estudo foi realizado no periodo de seltembro de 1991 a fevereiro, 1992.

Ao final, 15 dias apos a ultima inoculagdo, os danos causados pelo fungo foram avaliados
de acordo com a seguinte escala de notas: 1- auséncia de sintomas; 2- presenca de manchas

-~

necroticas nas magds, folhas sem sintomas; 3- manchas necroticas nas macas e nas folhas: 4-
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magas totalmente apodrecidas; 5-magés apodrecidas e morte descendente das plantas, com seca
de brotos, folhas e ramos. Os indices de doenga das plantas foram determinados pela férmula de
McKiney, utilizada por Tanaka (1990).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia apos transformacdo por

log (x + 10).

3. Efeitos da inoculagio de micélio de B. theobromae em plantas de algodeeiro em

diferentes fases de desenvolvimento.

Adotou-se os mesmos tratamentos descritos no item anterior, porém com inoculacdo feita
em locais marcados nas plantas.

O indculo foi constituido por discos (didmetro de Smm) retirados da margem de colonia
de B. theobromae cultivada em meio BDA, por sete dias, a 21 + 2°C, sob luz negra e fotoperiodo
de 12h. Nos tratamentos ndo inoculados colocou-se discos de meio BDA esterilizados. Foram
utilizadas cinco repetigdes por tratamento, totalizando 60 vasos e 120 plantas de algodoeiro. O
inoculo foi localizado nos caules e superficie das folhas, nas flores e superficie dos frutos, quando
presentes. Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 48 horas sob camara Gmida, feita
pela cobertura com sacos plasticos transparentes, da mesma forma adotada no est‘udo anterior.

As avaliagdes da incidéncia e evolugdo dos sintomas foram feitas a partir de 15 dias da
inoculagdo, em cada estadio de desenvolvimento das plantas.

O estudo foi conduzido no periodo de setembro de 1992 a fevereiro de 1993

Ao final, apos 15 dias da ultima inoculagio, segmentos dos tecidos vegetais foram

retirados nos locais inoculados, superficialmente desinfestados por imersdo durante um minuto em
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etanol 96% e um minuto em hipoclorito de sodio 1%, e lavagens em agua esterilizada e entdo

tranferidos para meio BDA e incubados, para verificar a presenga de B. theobromae.

4. Desenvolvimento de plantas de algodoeiro em substrato contaminado com B.

theobromae.

Quarenta vasos foram utilizados neste estudo, constando da incorporagdo de B.
theobromae ao substrato de semeadura, tendo como alvo permitir o contato do inéculo com as
raizes das plantas, tornando-se possivel, assim, a avaliagdo dos efeitos deste patogeno sobre o
desenvolvimento e frutificagdo do algodoeiro.

O substrato de 20 vasos foi contaminado colocando-se ao centro de cada um quatro
sementes com abundante crescimento de B. theobromae, a profundidade de 3cm, apds selecio
através de testes de sanidade. Nos 20 vasos restantes foram colocadas em cada um, quatro
sementes, sem crescimento fungico, previamente autoclavadas durante 20 minutos, 121°C, 15
atm. O local de cada semente foi marcado com um palito. Durante uma semana os vascs foram
diariamente irrigados para possibilitar o crescimento do fungo. Apos este periodo procedeu-se a
semeadura de quatro sementes viaveis, em cada vaso, a uma distancia aproximada de Scm das
sementes com B. theobromae, colocadas inicialmente. Apds a emergéncia, procedeu-se ao
desbaste das plantulas, cultivando-se duas plantas por vaso.

As plantas foram conduzidas por cinco meses, no periodo de dezembro de 1992 a abril de
1993 quando determinou-se o numero de frutos produzidos por planta e possivel presenga de

sintomas causados pelo fungo.
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Amostras de raizes coletadas em todos os vasos foram lavadas e incubadas durante 15
dias em camara Umida para verificar a presenca de B. theobromae.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, apos transformagdo por

log (x + 10).

5. Transmissibilidade de B. theobromae de frutos infectados para sementes de algodoeiro.

Foram delineados 6 tratamentos, em esquema fatorial, constituidos por trés estadios de
desenvolvimento dos frutos, conforme sua localizagdo no tergo inferior, médio e superior da
planta, correspondendo a frutos em inicio de deiscéncia, em inicio de maturacdo, com cor
amarelada e magds verdes, jovens, respectivamente e, duas inoculagdes (presenga e auséncia de B.
theobromae). Cada parcela experimental foi composta por dois frutos presentes em plantas
distintas do mesmo vaso e cada tratamento foi repetido 10 vezes, totalizando 120 frutos em 120
plantas, em 60 vasos.

Os frutos previamente selecionados foram identificados com fitas plasticas com diferentes
coloragdes. Cada fruto foi individualmente pulverizado com agua, nos tratamentos nao inoculados
e pulverizados com cerca de Sml de suspensdo de conidios de B. theobromae, em concentragao
de 2.0 x 104 conidios/ml e apresentando viabilidade acima de 90%, nos tratameéntos inoculados.
conforme procedimento seguido no item | Todos os frutos foram revestidos com saco plastico
transparente durante 48 horas.

Para obtengao do inoculo, B. theobromae, isolado de plantas infectadas, foi cultivado por

sete dias em meio BDA e inoculado em frutos de algodoeiro, da cultivar IAC-20, seccionados e
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autoclavados a 121°C, 1,5 atm durante 1h, posicionados em placas de petri de vidro (didmetro de
I5cm), contendo trés folhas de papel de filtro umidecidas em agua destilada. As placas foram
incubadas por 15 dias em camara a 21 + 2°C, e fotoperiodo de 12h, sob luz negra, até a formagédo
abundante de picnidios. Para o preparo do indculo, os picnidios foram removidos por raspagem
com bisturi e macerados em almofariz de porcelana. Adicionou-se agua esterilizada ao macerado
e este foi filtrado em gase. A concentragdo de conidios no filtrado foi determinada em contagens
feitas em cdmara de Neubauer e a viabilidade avaliada pelo método de Odell e Smith (1982).

Na avaliagdo, apos 30 dias da inoculagdo, determinou-se os numeros de frutos
apodrecidos e de capulhos. As sementes colhidas nos capulhos foram deslintadas com acido
sulfiirico e submetidas a analise sanitaria. Para isto foram colocadas em placas de petri de plastico
transparente, didmetro 15cm, sobre trés folhas de papel de filtro embebidas em solugdo de 2,4-
Diclorofenoxiacetato de sodio, 10 ppm, em quantidades de 25 sementes por placa. As placas
foram incubadas por sete dias em camara a 21 + 2°C, sob luz negra e fotoperiodo de 12h. A
incidéncia do fungo nas sementes foi avaliada ao estereomicroscopio.

O estudo foi conduzido no periodo de outubro de 1992 a margo de 1993.

Os dados obtidos para incidéncia de B. theobromae nas sementes foram submetidos a

analise de variancia, apos transformagdo por log (x + 10).

6. Susceptibilidade de diferentes genétipos de algodoeiro a infec¢io por B. theobromae.

A susceptibilidade de diferentes genotipos de algodoeiro, ao patogeno, foi avaliada pela

inoculagdo de plantas na época de frutificagdo, determinando-se a ocorréncia de apodrecimento
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dos frutos. Foram definidos 10 tratamentos, constituidos por plantas das cultivares IAC-20,
EPAMIG 4 - Redengdo, PR-45-1, proveniente do Estado do Parana, linhagens EPAMIG - C-25-1
e EPAMIG - C-14-1, fornecidas pela EPAMIG, MG, inoculadas e ndo inoculadas com suspensdo
de esporos do fungo. Cada parcela experimental foi constituida por um vaso de 5 kg contendo
duas plantas e cada tratamento foi rebetido 10 vezes, totalizando 100 vasos e 200 plantas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

O estudo foi conduzido no periodo de outubro de 1992 a margo de 1993.

A inoculagédo foi feita utilizando-se suspensdo de conidios de B. theobromae (2,0 x 104
conidios/ml), obtidos de acordo com o procedimento descrito no item anterior. As plantas foram
pulverizadas com agua ou suspensdo de conidios, conforme os tratamentos, aplicando-se cerca de
Sml da suspensdo por vaso, e foram mantidas por 48 horas sob camara umida feita com sacos
plasticos transparentes.

As sementes colhidas nos capulhos, 15 dias apos a inoculagdo, foram deslintadas com
acido sulfurico e submetidas a analise de sanidade pela incubagédo em papel de filtro.

Os dados obtidos para incidéncia de B. theobromae nas sementes foram submetidos
analise de varidncia, apos transformagdo por log (x + 10).

Em laboratorio, frutos verdes, provenientes de plantas destes mesmos genotipos, foram
superficialmente desinfestados com solugdo de hipoclorito de sodio, colocados em caixas tipo
gerbox, contendo papel mataborrdo umido, e inoculados ou ndo com B. theobromae. O inoculo
foi constituido por discos de colonia do fungo, cultivado por sete dias em meio BDA, apos
reisolamento de plantas inoculadas. Foram inoculados quatro frutos para cada genotipo,

individualizados nas caixas gerbox. Nos frutos utilizados como controle foram colocados discos
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de meio BDA, didmetro Smm, esterilizados. As caixas foram tampadas para formagdo de camara
umida e mantidas por 15 dias em camara a 21 + 2°C, fotoperiodo de 12 h, sob lampadas de luz
negra.

As médias de temperatura e de umidade relativa mensais, obtidas em determinagdes diarias
feitas na Estagdo Climatologica localizada no campus da Escola Superior de Agricultura de

Lavras, durante o periodo de condugao destes estudos encontram-se na Figura 1.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

L. Efeitos de B. theobromae em plintulas de algodoeiro cultivadas “im vites”.

A inoculagdo de plantulas de algodoeiro “in vitro” (Tabela 1) resultou no aparecimento de
lesdes necroticas que evoluiram até causar seca total e morte das plantulas, sendo este efeito mais

acentuado na presenga dos ferimentos feitos nas folhas.

TABELA 1. Efeitos da inoculag@o de plantulas de algodoeiro com micélio de B. theobromae, “in
vitro” e da inoculagdo de plantas em diferentes fases de desenvolvimento, com

suspensdo de conidios do patogeno, sob condigdes de casa-de-vegetagdo telada.
ESAL - Lavras, 1994,

A - Inoculagdo de plantulas “in vitro”

Plantulas mortas (%)

Nao inoculadas Inoculadas
s/ ferimento 0.0 55,0
¢/ ferimento 0,0 100,0

B - Inoculagdo de plantas em casa-de-vegetagao

Fase de desenvolvimento Indice de doenca (%)

das plantas Nao inoculadas Inoculadas

Fase juvenil s/ferimento 0,0 0,0
c/ferimento 0,0 0,0

Floragao s/ferimento 0,0 0,0
c/ferimento 0,0 0.0

Frutifica¢ao s/ferimento 0,0 445
c/ferimento 0,0 61,0

MEDIAS 0,0b 52,5 a

CV=14,3%. Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade, para indice de doenga.
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2. Efeitos da inoculagio de suspensio de conidios de B. theobromae em plantas de

algodoeiro em diferentes fases de desenvolvimento.

A inoculagdo das plantas em varias fases de desenvolvimento, com suspensdo de conidios,
causou danos apenas por ocasido da frutificagio, com apodrecimento dos frutos e seca dos ramos
apicais, levando, em alguns casos, a morte descendente das plantas. A presenga de ferimentos em
varias partes das plantas, embora proporcionando maior indice de doenga, ndo diferiu
significativamente do tratamento de inoculagdo sem ferimentos (Tabela 1). Os frutos apodrecidos
apresentaram aspecto de secos, de coloragdo marrom, ou negra devido a extrusdo de densa massa
de conidios pelo fungo e em geral, ndo completaram o processo de deiscéncia. Algumas vezes 0s
carpelos se desprenderam levemente, em sentido longitudinal, permanecendo ligados nas
extremidades e outras vezes desprenderam-se apenas na regido apical, mostrando nestes casos, as

fibras com coloragdo cinza, devido ao crescimento micelial de B. theobromae no interior dos

frutos (Figura 2).

3. Efeitos da inoculacdo de micelio de B. theobromae em plantas de algodoeiro em

diferemtes fases de desenvolvimento.

A inoculagdo das plantas em varias fases de desenvolvimento, com micélio do fungo, em
posi¢cdes localizadas, determinou o aparecimento de lesdes necroticas no caule e nas folhas das
plantas em fase juvenil. Estas lesdes atingiram diametro de um a dois centimetros e ndo evoluiram
alem desta extensdo, permanecendo confinadas nos locais inoculados. O fungo ndo conseguiu

penetrar os tecidos de plantas adultas inoculadas na época de floragdo, ndo se verificando lesoes



FIGURA 2. Podridao das magas
Lavras, 1994.
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necroticas. Nas plantas inoculadas na época de frutificagdo, além das lesdes necroticas nas folhas
e caule, estas foram verificadas também nos frutos que rapidamente apresentaram aspectos de
secos (Tabela 2).

Na avaliagdo final B. theobromae foi reisolado dos tecidos das plantas nos locais
inoculados € que apresentaram lesdes necroticas.

Foi encontrado um fruto infectado e que ndo fora inoculado, evidenciando a disseminagdo

do patogeno por algum vetor causal, possivelmente por acaro ou algum inseto.

4. Desenvolvimento de plantas de algodoeiro em substrato contaminado com B.

theobromae.

A Incorporacdo de B. theobromae ao solo ndo prejudicou o desenvolvimento normal e
produgdo de frutos das plantas de algodoeiro (Tabela 2), ndo sendo observados sintomas da
presenca do fungo na parte aerea dessas plantas. Ndo foi também observada sua presenga nas

amostras de raizes analisadas.

S. Transmissibilidade de B. theobromae de frutos infectados para sementes de algodosire.

Os resultados obtidos mostraram que parte dos frutos infectados, mesmo quando ainda
jovens, sdo capazes de completar o processo de maturagdo e deiscéncia, permitindo a colheita de
fibras e de sementes portadoras do fungo. Em média, 17,2% dos frutos inoculados ndo se
abriram, impedindo a colheita (Tabela 3). O patogeno foi detectado em media de 15,2% nas

sementes provenientes dos frutos inoculados que se abriram e este nivel de incidéncia nao foi



TABELA 2. Efeitos da inoculagio de plantas de algodoeiro, em diferentes fases de desenvolvimento, com micélio de B. theobromae,
em posi¢des localizadas ¢ efeitos da incoporagao do patogeno ao solo, sob condigoes de casa-de-vegetagao telada.

ESAL - Lavras, 1994
A - Inoculagao de plantas
Sintomas produzidos

Fase de desenvolvimento das plantas

Fase juvenil Florag¢ao Frutificagao
s/ fer c/ fer s/ fer c/fer. s/ fer c/ fer.
Lesdes necroticas Inoc + t A - + i
nas folhas e caule’ Nio inoc : , . " n _
Podriddo dos frutos’ Inoc - . - - + +
Nao inoc 5 = = _ "

" (+) = presenga, (-) = auséncia.

B - Contaminagdo do solo

Tratamentos N de frutos produzidos por planta Sintomas nas plantas
Nio inoculado 84a ausentes
Inoculado 85a ausentes

CV=4,7%. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

09
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TABELA 3. Percentual de frutos apodrecidos que ndo completaram a deiscéncia, calculado em
relacdo ao nimero total de frutos inoculados em cada estadio de desenvolvimento e
niveis médios de incidéncia de B. theobromae nas sementes colhidas nos capulhos.
ESAL - Lavras, 1994,

Estadio de desenvolvimento dos frutos

Jovem Maduro  Inicio de deiscéncia  MEDIAS
Percentual de frutos N 0,0 0,0 0,0 0,0
podres fechados [ 35,0 10,0 6,6 17.2
Percentual de B. N 0,0 0,0 0,0 0,0B
theobromae nas sementes | 10,5 17,7 17,4 15,2 A

N = ndo inoculado; I = inoculado
CV=19,4%. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para a incidéncia de B. theobromae nas
sementes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

significativamente diferente em fungdo do estadio de desenvolvimento em que os frutos foram
infectados.

Os resultados da Tabela 3 evidenciam um dos possiveis mecanismos adaptativos utilizados
por B. theobromae para sobrevivéncia durante os periodos de auséncia de plantas de algodoeiro
herbaceo, que € de ciclo anual, e de sua disseminagdo para novas areas. O percentual de frutos
que apodrecem totalmente e ndo se abrem, poderia garantir sua sobrevivéncia junto aos restos
culturais até o plantio no ano seguinte, nesta mesma area, enquanto as sementes infectadas
provavelmente garantiriam sua disseminagdo para novas areas de plantio. A sobrevivéncia de B.
theobromae em frutos de algodoeiro infectados, pelo menos durante seis meses, quando estes
foram deixados na superficie do solo ou enterrados, foi verificada por Tu e Cheng (1970).
Sanders e Snow (1978) verificaram que o inoculo inicial de B. theobromae, em cultivos de
algodoeiro, pode constituir-se de conidios veiculados pelo ar e sugeriram sua proveniéncia a partir

do crescimento saprofitico do fungo em detritos das plantas presentes no solo.
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6. Susceptibilidade de diferentes gendtipos de algodoeiro a infecgiio por B. theobromae.

Todos os diferentes genotipos de algodoeiro inoculados com B. theobromae, por ocasido
da produgdo de frutos, mostraram-se susceptiveis a infecgdo e transmitiram o fungo para as

sementes (Tabela 4).

TABELA 4. Percentual de frutos apodrecidos que ndo completaram a deiscéncia, em relagdo ao
numero total de frutos produzidos, por cada genotipo e niveis médios de incidéncia
de B. theobromae nas sementes colhidas nos capulhos. ESAL - Lavras, 1994,

Genotipos Inoculagdo Frutos secos  Percentual de B. theobromae nas
fechados (%) sementes
[AC-20 Nio inoc. 0,0 0,0b
Inoc. 34,4 21,2a
EPAMIG-4-REDENCAO  Nio inoc. 0,0 0,0b
Inoc. 1.5 10,3 a
IAPAR-45-1 Ndo inoc. 0,0 0,0b
Inoc. 8.2 32a
EPAMIG-C-25-1 Nao inoc. 0,0 0,0b
Inoc. 17.5 213 a
EPAMIG-C-14-1 Nao inoc. 0,0 0,0b
Inoc. 14,2 258a

CV=19,4%. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade, para a incidéncia de B. theobromae nas sementes.

Embora os niveis de incidéncia de B. theobromae nas sementes tenha variado, a analise
estatistica ndo mostrou diferengas significativas entre os genotipos. A ocorrér}cia de seca dos
ramos apicais foi observada na maioria das plantas inoculadas, exceto para a cultivar IAPAR-45-1
em que nenhuma planta apresentou estes sintomas. Os frutos de todos os genotipos, quando
inoculados com micélio e incubados em camara umida, apodreceram e recobriram-se de densa

massa de conidios de B. theobromae.
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Os resultados obtidos nas varias etapas deste estudo, mostram que B. theobromae ¢ um
organismo patogénico ao algodoeiro, capaz de causar danos acentuados nas fases iniciais de
desenvolvimento, em substrato livre de outros microorganismos. Trata-se de um patdgeno que
também pode causar danos severos ao algodoeiro ao final do ciclo produtivo, sendo

aparentemente muito agressivo, pela capacidade de colonizar e apodrecer totalmente frutes em

poucos dias.

CONCLUSOES

| - O fungo B. theobromae mostrou-se patogénico ao algodoeiro herbaceo, nos estagios
iniciais de desenvolvimento, em estudo ‘in vitro’, causando a seca e morte de plantulas e ao final
do ciclo, causando a podriddo dos frutos e seca dos ramos apicais.

2 - Os frutos de algodoeiro quando infectados por B. theobromae, independentemente de
seu estadio de desenvolvimento, podem apodrecer e secar rapidamente, sem abertura dos
carpelos, ou podem completar o processo de maturagdo e deiscéncia permitindo a colheita de
sementes cujas partes podem abrigar o fungo nos seus tecidos.

3 - As cultivares de algodoeiro [AC-20, EPAMIG-4-Redengdo, [APAR-45-1, e as
linhagens EPAMIG-C-25-1 ¢ EPAMIG-C-14-1, sao susceptiveis a infecgao por B. theobromae,
verificando-se em todos os genotipos a transmissao do patogeno, de frutos infectados para as

sementes produzidas.
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TRANSMISSIBILIDADE E EFEITOS DE Botryodiplodia theobromae Pat. A PARTIR DE
SEMENTES DE ALGODOEIRD (Ciossypium hirsutum L.).

RESUMO

A inoculagdo de B. theobromae em sementes de algodoeiro, semeadas em substrato dgar e
solugdo nutritiva, causou morte pré-emergéncia e seca de plantulas. A analise de sementes
naturalmente portadoras deste patogeno, mostrou sua presenga nas sementes € plantulas mortas
provenientes de testes de germinag@o em substrato papel e de emergéncia em solo. A infecgdo de
sementes deslintadas quimicamente, em nivel de 70%, foi obtida pela sua incubagdo por 24h sobre
colonia de B. theobromae e a contaminagdo em nivel de 70%, através da rolagem destas sobre a
colonia. Estudos utilizando sementes artificialmente infectadas por B. theobromae, semeadas em
substrato solo, mostraram que o patogeno causa morte em pré-emergéncia, sendo este efeito
maior sob temperatura de 22 + 2°C que a 28 + 2°C. Este efeito do patogeno sobre a emergéncia
foi menos drastico quando as sementes foram apenas contaminadas, devido a frequente retengio
do tegumento no solo, sendo favorecido pela temperatura de 22 + 2°C. Quando o patogeno
atingiu os tecidos de plantulas emergidas, causou sua seca e morte, sendo este efeito favorecido

pela temperatura de 28 + 2°C.
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SUMMARY

Transmissibility and effects of Botryodiplodia theobromae Pat in relation to cotton seeds.

Inoculation of cotton seeds with B. theobromae on agar nutrient medium resulted in death
of seedlings in pre-emergence and post-emergence stages. Analysis of cotton seeds with natural
incidence of B. theobromae showed the presence of this pathogen on seeds and on dead seedlings
developed in germination test on paper and in the emergence test in soil. The infection of seeds,
chemically delinted, at 70% level was obtained by keeping the seeds in direct contact with B.
theobromae growing colonies, during 24h. The contamination of seeds, at 70% level, was also
obtained by rolling the seeds for a while on the growing culture. Cotton seeds infected by B.
theobromae were sowed in soil and there the pathogen was able to kill them in pre-emergence.
This effect was higher at 22 + 2°C, than at 28 + 2°C. The effect of B. theobromae on the seedling
emergence was less observed when the seeds were only contaminated due to the frequent
attachment of the seed coats in the soil and it was higher at 22 + 2°C. Whenever the pathogen 'was
in contact with the seedling tissues, it was able to cause collapse of these parts. This effect was

nigher at 28 + 2°C.
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INTRODUCAO

Muitos fungos sdo comumente detectados em sementes de algodoeiro destinadas ao
plantio, constituindo esta associagdo um mecanismo eficiente para a sobrevivéncia e dispersdo de
algumas espécies patogénicas, em particular (Tanaka e Paolinelli, 1984; Tanaka, 1990).

Os fungos podem estar associados as sementes como contaminantes superficiais, ou
infectando seus tecidos internos. Quando espécies patogénicas infectam as sementes, a
probabilidade de serem transmitidas as plantulas emergentes é maior, garantindo, sob certas
condigdes o rapido estabelecimento da doenga nos estagios iniciais de desenvolvimento da cultura
(Neergaard, 1979). De maneira geral, a contaminagéo superficial da semente por um fungo é mais
sujeita a agdo de alguns fatores que podem reduzir as chances de sua transmissdo a progénie. Por
exemplo, a germinag#o rapida e do tipo epigea, em que se constata a retengdo do tegumento no
solo, pode evitar a infecgdo precoce dos tecidos vivos, pelo patogeno (Henning & Franga
Neto,1980).

Informagdes de literatura mostram que o fungo B. theobromae é conhecido como
patogénico aos frutos do algodoeiro, sendo responsavel pelo seu apodrecimento (Bagga, 1970,
Wang e Pinckard, 1971, Wang e Pinckard, 1972) e ocorre comumente em sementes de algodoeiro
produzidas no Estado de Minas Gerais e em outras regides do pais (Bueno, 1986; Sobreira,
1988)

Em termos de influéncia de B. theobromae no desenvolvimento inicial do algodoeiro,
nota-se que a caréncia de informag¢des encontrada na literatura sobre este aspecto, € uma

evidéncia da pouca atengdo que este patogeno tem merecido.
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Este estudo teve, portanto, por objetivo verificar os efeitos de B. theobromae sobre o
desempenho de sementes de algodoeiro, bem como sua transmissibilidade a partir das sementes a

progeénie seguinte.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constou de estudos conduzidos sob condigdes controladas de
laboratorio e em casa de vegetagdo telada, utilizando-se em todos amostras de sementes de
algodoeiro da cultivar IAC-20, , produzida no Estado de Minas Gerais, safra 1992/93. Nos
estudos em que as sementes foram inoculadas com B. theobromae, foram utilizadas amostras
isentas de fungos patogénicos, previamente selecionadas pelo teste de sanidade, incubagdo em

papel de filtro.

1. Efeitos de B. theobromae sobre a germinacio de sementes de algodoeiro através de

inoculac¢do “in vitro™.

As sementes utilizadas foram deslintadas quimicamente pela adigdo de 10 ml de acido
sulfurico concentrado em cerca de 300 sementes, com agitagao com bastdo de vidro por dois a
trés minutos, e lavagem em agua corrente. ApoOs imersdo, por dez minutos, em solugdo de
bicarbonato de sodio 1% procedeu-se uma nova lavagem em agua corrente. As sementes foram
selecionadas por densidade em agua, eliminando-se a fragdo flutuante e foram secas

posteriormente sobre papel de filtro. Em seguida a desinfestagdo superficial por imersdo durante
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um minuto em hipoclorito de sodio 1%, as sementes foram assepticamente transferidas para tubos
de ensaio 3 x 20cm, contendo agar-solugdo de Hoogland (1950) completa, diluida 10 vezes,
esterilizados, colocando-se uma semente por tubo. As sementes de quarenta tubos foram
inoculadas com B. theobromae, colocando-se sobre cada uma um disco de 4gar, 5 mm didmetro,
retirado da periferia de coldnia do fungo, com sete dias de idade, em meio BDA (extrato de 200g
de batata, 20g de agar purificado Merck e 20g de dextrose/l), desenvolvida a 21 + 2°C, e
fotoperiodo de 12 h, sob luz negra Silvania 30W. Em quarenta outros tubos, sobre cada semente
colocou-se um disco de meio BDA autoclavado. Os tubos foram incubados no escuro por 72h, a
28 +2°C até a emissdo da radicula pelas sementes e posteriormente mantidos sob lampada luz do
dia Grolux 40w, com fotoperiodo de 12h, por 15 dias. O fungo B. theobromae utilizado como
indculo, foi isolado de sementes de algodoeiro cultivar IAC-20, produzidas na regido do

Tridngulo, Estado de Minas Gerais.
2. Germinaciio de sementes de algodoeiro portadoras de inéculo natural de B. theobromae.

Amostras de trés iotes de sementes, com incidéncia natural de Botryodiplodia
theobromae, foram selecionadas através da analise sanitiria de 50 amostras. Sementes destas
amostras, parte com linter e parte deslintada quimicamente foram submetidas simultaneamente
aos testes de sanidade - incubag@o em papel de filtro, de germinagdo padrdo - rolo de papel, e
emergéncia em substrato composto por solo e areia (1:1), fumigado e individualizado em sacos

plasticos de 5 x 10cm de tamanho. Em cada teste foram utilizadas 200 sementes em 8 repetigdes
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de 25. O deslintamento quimico das sementes foi feito com acido sulfurico concentrado, conforme
procedimento adotado no estudo anterior.

As sementes ndo germinadas e as plantulas anormais infeccionadas, provenientes dos
testes de germinagdo em papel e de emergéncia em solo, foram incubadas por sete dias em camara
amida (21 + 2°C), sob lampada de luz negra e fotoperiodo de 12h, para identificagdo dos fungos
presentes em cada uma. As percentagens de sementes ndo germinadas e plantulas anormais
infeccionadas, com incidéncia de B. theobromae, foram determinadas em relagdo ao numero total
de sementes utilizadas em cada teste.

Para o teste de sanidade, as sementes foram semeadas em placas de plastico transparentes,
com didmetro de 15 cm, contendo trés folhas de papel de filtro umidecidas em solugdo de
2.4-Diclorofenoxiacetato de sodio, 10 ppm. Em cada placa foram semeados 25 sementes e estas
foram incubadas por sete dias em camara a 21 + 2°C, com fotoperiodo de 12h, sob luz negra e
entdo observadas ao microscopio estereoscopico, preparando-se laminas para identificagdo do
fungo ao microscopio composto, quando necessario. Para cada amostra determinou-se o
percentual de sementes com incidéncia de B. theobromae.

Para o teste de germinagdo utilizou-se papel Germitest de 28 x 34 cm, sendo colocada em
cada rolo 25 sementes e a incubagdo foi conduzida por quatro dias em germinador a 25°C A
avaliagdo do percentual de germinagdo foi realizada seguindo-se procedimentos prescritos nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

O substrato utilizado no teste de emergéncia em solo foi fumigado pela aplicagao de 264
ml de brometo de metila por m’, cobertura por 48h e aeragdo por 72h. Em cada saco plastico

semeou-se uma semente a profundidade de 3 cm; estes foram colocados em bandejas e mantidos
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por sete dias em casa-de-vegetagdo telada. Plantulas anormais infeccionadas e sementes nao

emergidas, foram em laboratorio, removidas e lavadas antes da incubagao.

3. Padronizaciio de metodologia para inoculagio artificial de sementes de algodoeiro por B.

theobromae.

As sementes utilizadas foram deslintadas com éacido sulfirico e selecionadas por densidade
em agua, conforme procedimento adotado no item 1.

O fungo utilizado como indculo foi reisolado de magds de algodoeiro infectadas e
cultivado por sete dias em meio BDA, em cdmara com temperatura de 21 + 2°C e fotoperiodo de
12h, sob ldmpada luz negra, Silvania 30W. Para obtengdo da suspensdo de esporos, B.
theobromae foi cultivado em secgdes de magds de algodoeiro autoclavadas e mantidas em camara
umida. Os picnidios produzidos foram macerados em almofariz com agua esterilizada e filtrados
em gase, sendo a concentragdo de esporos na suspensdo ajustada para 10° conidios/ml, com
auxilio da cdmara de Neubauer.

Foram testados os seguintes procedimentos de inoculagdo, com base em estudos de
Tanaka (1990): 1 - imersdo rapida das sementes em suspensdo de conidios do fungo; 2 - imersao
rapida e posterior incubagdo das sementes por 24h a 21 + 2°C, sob luz negra, Si_lvania 30W, com
fotoperiodo de 12h; 3 - rolagem das sementes sobre colonias do fungo em meio de cultura; e 4 -
incubagdo das sementes por 15h, 24h e 48h, sobre colonias de B. theobromae em
desenvolvimento. Quando colocadas sobre colonias de B. theobromae, as sementes foram
dispostas em uma tnica camada ocupando toda superficie exposta das colonias em crescimento

no meio BDA, contido em placas de petri.
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Duzentas sementes, por método de inoculagdo, foram submetidas ao teste de sanidade em
papel de filtro, para verificar a presenga de B. theobromae, sendo metade submetida ao pré-
tratamento pela imersd@o em hipoclorito de sodio 1%, durante S minutos e secagem em seguida,
sobre papel de filtro, em capela de fluxo laminar. Utilizou-se o esquema fatorial com 6
procedimentos de inoculagdo x 2 tratamentos de desinfestagdo superficial. Cada parcela
experimental foi constituida por uma placa com 15cm de didametro contendo 25 sementes para o
teste de sanidade e cada tratamento foi repetido quatro vezes. O delineamento experimental foi de

blocos casualizados.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, apds transformagdo por

log (x + 10).

4, Efeitos de B. theobromae na emergéncia de sementes de algodoeiro artificialmente

infectadas.

Neste estudo, conduzido em casa-de-vegetacdo telada, avaliou-se a emergéncia de
plantulas em substrato constituido por solo e areia (1:1), fumigado, utilizando-se sementes
artificialmente deslintadas com acido sulfurico e infectadas por B. theobromae, com base nos
resultados do estudo anterior.

Os tratamentos foram constituidos por amostras de sementes com diferentes niveis de
inoculagdo, sendo: 0, 20, 40, 60, 80 e 100%, obtidos atraveés da semeadura das sementes
inoculadas, casualizada entre sementes livres do patogeno. Cada parcela experimental foi
constituida por uma bandeja plastica de tamanho 10 x 40 x 60cm, contendo SO sementes, sendo

cada tratamento repetido quatro vezes. O delineamento experimental foi de blocos casualizados
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As sementes infectadas foram obtidas atraves da inoculagdo com B. theobromae em que
as sementes foram mantidas em incubagdo por 24 horas em contato com a colonia deste fungo.
As sementes ndo inoculadas (nivel 0), permaneceram por 24h sobre meio BDA esterilizado.

As sementes foram semeadas a profundidade de 3cm, sendo avaliada a emergéncia de
plantulas aos 14 dias da semeadura.

Neste estudo e nos subsequentes, o indculo de B. theobromae utilizado foi proveniente de
reisolamentos de magas de algodoeiro infectadas e multiplicado em meio BDA, por sete dias em
camara a 21 + 2°C, com fotoperiodo de 12h, sob lampada Silvania 30W.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, apos transformagio por

log (x + 10).

5. Efeitos de B. theobromae na emergéncia de sementes de algodoeiro artificialmente

infectadas, sob duas condi¢ées de temperatura.

As sementes utilizadas neste estudo foram deslintadas com acido sulfurico e selecionadas
pela densidade em agua, eliminando-se a fragao flutuante.

Foram estabelecidos como tratamentos, 0, 20, 40, 60, 80 e 100% de sementes inoculadas,
em esquema fatorial, incluindo-se duas temperaturas: 20 + 2°C e 28 + 2°C,_em camaras de
incubagao com fotoperiodo de 12h, sob lampadas Grolux 40W.

A parcela experimental, nimero de repeti¢oes, delineamento, inocula¢do para obtengao de
sementes infectadas e metodologia para instalagdo foram os mesmos descritos para o estudo

anterior
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A avaliagdo da emergéncia de plantulas foi feita diariamente, considerando-se o estande
inicial aos 14 dias e estande final aos 25 dias da semeadura. O indice de velocidade de emergéncia
foi determinado pela somatoria dos indices diarios até os 14 dias da semeadura, calculados pela
divisdo do numero de plantulas emergidas pelo niimero de dias decorridos da semeadura.

Ao final do periodo de incubagdo, porgdes de plantulas mortas foram superficialmente
desinfestadas por imersio em etanol 96% durante | minuto e em hipoclorito de sodio 1%,
seguido de lavagem em agua esterilizada e incubagdo em meio BDA, para verificar a presenga de

B. theobromae.

Os dados obtidos para os parametros avaliados foram submetidos a analises de variancia,

apos transformagdo por log(x + 10).

6. Efeitos de B. theobromae na emergéncia de sementes de algodoeiro, artificialmente

contaminados e sob duas condigdes de temperatura.

Este estudo foi conduzido em esquema fatorial com 6 tratamentos constando de diferentes
nivels de sementes inoculadas: 0. 20, 40. 60, 80 e 100% e duas temperaturas de incubacdo
20+2°Ce 28 + 2°C. As sementes deslintadas e selecionadas, provenientes da amostra utilizada no
estudo anterior, foram contaminadas por rolagem sobre coldnias de B. rheobroma_e, desenvolvidas
em meio BDA. A parcela experimental, numero de repetigdes, delineamento e metodologia para
instalagao foram os mesmos descritos no item 4.

Os dados obtidos para os parametros avaliados foram submetidos a analises de variancia,

apos transformagao por log (x + 10).
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Para apresentagdo dos resultados oriundos dos estudos descritos nos itens 4. 5 e 6, feitos
com tratamentos de diferentes niveis de inoculagio, procedeu-se & correao dos niveis de infecgao
e dos niveis de contaminagdo, utilizando-se o indice de 70%, com base nos resultados obtidos

para os diferentes procedimentos de inoculagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeitos de B. theobromae sobre a germinagio de sementes através de inoculacio “in

vitro”.

Das sementes inoculadas "in vitro" 30% emitiram radicula e apenas 17,5% emitiram parte
aérea. enquanto as nao inoculadas apresentaram taxa de germinagdo de 100%. As plantulas
provenientes das sementes inoculadas ndo desenvolveram raizes secundarias, apresentaram rapido
escurecimento na regiao do colo e posteriormente, secam totalmente. Todas as plantas resultantes

de sementes ndo inoculadas desenvolveram-se normalmente.

2. Germinacio de sementes portadoras de inéculo natural de B. theobromae.

Os resultados da Tabela 1. mostram que os percentuais de sementes nao germinadas e
plantulas anormais infeccionadas, com incidéncia de B. theobromae, detectados no teste de
germinagdo em papel (TPG), nas trés amostras estudadas, exceto para sementes com linter da
amostra 1. sio razoavelmente aproximados aos percentuais de sementes portadoras do fungo.

detectados através do teste de sanidade (TS) nas respectivas amostras. Estes resultados
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evidenciam provavel atuagdo de B. theobromae na deterioragdo das sementes de algodoeiro,

como verificado também através da inoculagao das sementes em tubos de ensaio.

TABELA 1. Niveis de incidéncia de B. theobromae em trés amostras de sementes de algodoeiro,
determinados pelo teste de incubagdo em papel de filtro, teste padrdo de germinagdo
em papel e teste de emergéncia em solo. ESAL - Lavras, 1994,

Amostras de Incidéncia de Botryodiplodia theobromae (%)
sementes TS TPG' TES'
] s/linter 14.0 18.5 11.0
c/linter 6.5 16.5 10.0
2 s/linter 22.0 24.5 21.5
c¢/linter 20.0 19.0 10.0
3 s/linter 16.5 16.5 9.5
¢/linter 9.0 7.0 50

(1) - Valores relativos a sementes ndo germinadas e pldntulas anormais infeccionadas. TS = Teste
de sanidade; TPG = Teste padrdo de germinagdo e TES = Teste de emergéncia no solo.

De forma semelhante, estudos realizados por Roncadori et al (1971) nos E.U A. revelaram
uma correlagdo significativa entre o nivel de germinagdo das sementes de algodoeiro e os niveis
de incidéncia, nestas amostras, de Fusarium sp e B. theobromae.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram também que os percentuais de sementes
ndo germinadas e plantulas anormais infeccionadas, apresentando incidéncia de B. theobromae,
detectados pelo teste de emergéncia em solo, foram em geral mais baixos que os percentuais de
incidéncia do fungo detectados através dos testes de sanidade e de germinagdo padrdo. Estes
resultados podem ser atribuidos a diversos fatores, dos quais, posi¢ao do inoculo em relagdao aos
tecidos das sementes, velocidade de emergéncia e maior proximidade fisica das sementes no teste
de germinacdo (rolo de papel) devem ser considerados como os principais. Ainda a rapida

emergeéncia das sementes, quando se trata de contaminagdo, no solo, pode evitar o contato direto
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das hifas fiingicas com os tecidos embrionarios fazendo com que haja retardamento da morte de
plantulas na fase inicial de desenvolvimento.

Fica evidenciado também que a incidéncia de B. theobromae em sementes com linter pode
em alguns casos apresentar valores menores comparado com sementes sem linter, Neste sentido
percebe-se que as informagdes de literatura sio de certa forma discordantes decorrendo
provavelmente da falta de conhecimento sobre fatores que interferem nessas circunstancias como

por exemplo a a¢do de organismos antagdnicos a B. theobromae.

3. Padronizacdio de metodologia de inoculagio artificial de sementes de algodoeiro por

B. theobromae.

Os resultados deste estudo estdo contidos na Tabela 2.

TABELA 2. Incidéncia de B. theobromae em sementes de algodoeiro inoculadas por diferentes
métodos e detectada através da incubagdo em papel de filtro. ESAL - Lavras, 1994

Métodos de inoculagdo Incidéncia de B. theobromae (%)
Sementes desinfestadas  Sementes ndo desinfestadas

Sementes sobre coldnia por 15h 30bB 92a A
Sementes sobre colonia por 24h 71aB 100 a A
Sementes sobre col6nia por 48h 84aA 100 a A
Imer/susp.esporos, s/incubagdo 6¢cB 86a A
Imer/susp.esporos+incub.24h 6laB 98 a A
Rolagem de sementes sobre coldnia 5cB 70a A

CV=5,1%. Médias seguidas por mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas linhas nio
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O tratamento das sementes com hipoclorito de sodio teve como objetivo conhecer o nivel
de incidéncia de B. theobromae no interior das sementes, caracterizando a condigdo de infecgdo.

conforme € assumido na patologia de sementes (Neergaard, 1979 e Machado, 1988). Por outro
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lado, nos metodos de inoculagdo pela imersdo das sementes em suspensdo de esporos e de
rolagem das mesmas sobre colonia de B. theobromae, a desinfestagdo imediata eliminou, como se
previa, a possibilidade do crescimento do fungo e sua penetragdo nas sementes, caracterizando
neste caso a condigdo de contaminagédo.

Os métodos de inoculagdo que permitiram o contato das sementes com o fungo por 24
e/ou 48h ndo diferiram significativamente entre si ¢ promoveram um alto nivel de infecgdo das
sementes.

Quando se utilizou suspensdo de esporos como inoculo, as sementes submetidas a analise
sanitaria apresentaram apenas crescimento micelial do fungo, no periodo de incubagdo
estabelecido, sendo necessaria a incubagdo por mais sete dias para pemitir sua frutificagdo e
identificacdo final. A utilizagdo de micélio como indculo propiciou o crescimento abundante e
frutificagdo do fungo no periodo normal de incubagdo das sementes.

A exposi¢do das sementes por 48h sobre a coldnia fungica, embora efetiva para obtengdo
de infecgdo constitui um tempo excessivamente longo, permitindo o inicio do processo
germinativo, comprometendo a qualidade das sementes e causando transtornos ao seu mahejo
adicional Desta forma, o método de exposigdo das sementes por 24h sobre colonia foi
considerado como mais adequado para infecgdo artificial das sementes. Por sua vez, o metodo de
rolagem das sementes sobre a coldnia fungica foi considerado adequado para contaminagdo pelo
patogeno. em razdo de sua simplicidade de execu¢do e equiparidade de sua eficiéncia em termos
de propiciar indice percentual de incidéncia do fungo pelo metodo de infecgdo. Em estudos

semelhantes, visando a obtengdo de sementes de algodoeiro infectadas por Colletotrichum
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gossypui. Tanaka (1990) verificou que a exposi¢do das sementes por 24h sobre coldnias deste

fungo foi também um método eficiente para garantir a sua infecgio.

4. Efeitos de B. theobromae em sementes de algodoeiro artificialmente infectadas.

Neste estudo, verificou-se morte em pré-emergéncia para a maioria das sementes, quando
estas foram semeadas em substrato solo e areia sob condigdes de casa-de-vegetagdo telada
(Figura 1)

As sementes ndo inoculadas (nivel O de infecgdo), que permaneceram por 24h sobre meio
BDA esterilizado, isento de B. theobromae apresentaram emergéncia média de 48% e a medida
em que se aumentou a propor¢do de sementes infectadas houve aumento significativo na redugdo
da emergéncia. Considerando-se o percentual de emergéncia das sementes ndo infectadas, como
baixo, era de se esperar que a emergéncia nesse caso fosse nula no tratamento 70% de infecgédo.
Entretanto, deve-se considerar que durante o periodo de inoculagdo o fungo pode ter infectado

também sementes da fragdo inviavel.
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FIGURA 1. Efeitos de diferentes niveis de infeccdo de sementes de algodoeiro com B.
theobromae, sobre a emergéncia de plantulas em substrato solo-areia (1:1), aos 14
dias da semeadura, sob condigoes de casa-de-vegetagdo telada. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. CV = 52%. ESAL - Lavras, 1994.
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S. Efeitos de B. theobromae em sementes de algodoeiro artificialmente infectadas ou

artificialmente contaminadas, sob duas condi¢des de temperatura.

A inoculagio das sementes de algodoeiro com B. theobromae em duas condi¢des de
temperatura, fez com que houvesse morte em pré-emergéncia (estande inicial)e morte de plantulas
emergidas (estande final), sendo estes efeitos em geral mais drasticos para as sementes infectadas
em relagdo as contaminadas (Tabelas 3, 4 e 5).

Um dos aspectos que chamou a atengdo no presente estudo foi que as sementes com
maior densidade apresentaram maiores indices de viabilidade, conforme ja demonstrado por
Hofmann, Kittock e Alemayehu (1988). Como esta selecdo, realizada com base na densidade em
agua, foi feita da mesma forma para as sementes utilizadas no experimento sobre desenvolvimento
de métodos de inoculagdo (Tabela 2), estima-se que também neste caso as taxas de infecgdo e de
contamina¢do tenham sido da ordem de 70%, de acordo com os métodos utilizados, constando de
exposicdo sobre colonias do fungo por 24h e folagem das sementes sobre coldnias. Como foi
discutido para o estudo de emergéncia de sementes infectadas, em casa-de-vegetagdo telada,
deve-se considerar a possibilidade de presenca do fungo em sementes ja inviaveis, o que explicaria
algumas diferencas entre os percentuais de sementes infectadas e redugdes obtidas na emergéncia.

Em ambos os estudos 5 e 6, a presenga de B. theobromae nos tecidos das plantulas
mortas, foi confirmada pelos reisolamentos realizados em meio BDA.

Em termos comparativos entre as duas temperaturas utilizadas, com sementes infectadas,
verificaram-se redugdes significativas no estande inicial e no indice de velocidade de emergéncia,
determinadas pela temperatura de 22 + 2°C e pelos niveis mais altos de infec¢do pelo fungo.

Deve-se considerar que esta temperatura € inadequada para a germinagdo das sementes de



TABELA 3. Efeitos de B. theobromae sobre o desempenho de sementes de algodoeiro em substrato solo, sob duas condigdes de
temperatura (22 e 28°C). Sementes artificialmente infectadas. ESAL - Lavras, 1994.

Nivel de infec¢do Estande inicial (%) Estande final (%) Ind. vel. emerg.
da amostra (%) 220C 28'C st 28°C 22°C 28°C
0 68.5a 800a 68.0a 80.0a 338a 46.6a
14 64.5a 725a 62.5 ab 44.0 ab 294 a 399a
28 52.5ab 69.5 ab 435 ab 61.5 ab 255a 396a
42 46.5b 61.0b 40.0 be 47.0bc 26.2a 33.1a
56 390c 445¢c 28.0cd 345 cd 202 b 235b
70 105d 22.5d 40d d5d 56¢ 11.6 c
MEDIAS 46.9B 583 A 410 A 454 A 23.5B 324 A
CV (%) 4,1 3.8 3.4

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula nas colunas e maiuscula nas linhas, para cada determinagao, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

v8



TABELA 4. Efeitos de B. theobromae sobre o desempenho de sementes de algodoeiro em substrato solo, sob duas condi¢des de
temperatura ambiente (22 e 28°C). Sementes artificialmente contaminadas. ESAL - Lavras, 1994

Nivel de contaminagio Estande inicial (%) Estande final (%) Ind. vel. emerg.
da amostra (%) 22°C. 28°C 220 28°C 22°C 28°C
0 78.0 abA 89.0 aA 780a A 890a A 41.4 abA 49.5 aA
14 83.5a A 85.0 aA 76.0a A 67.5 abA 444a A 45.8 aA
28 77.0 abA 89.0 aA 66.5 abA 75.5 abA 41.9 abA 46.4 aA
42 74.0 abA 90.5 aA 56.0 abA 59.0 bcA 290b B 48 4 aA
56 625b B 79.5 aA 51.0b A 430c A 32.1 abB 442 aA
70 820a A - 73.0aA 69.5 abA 235d B 46.6a A 36.9 aA
MEDIAS 76.2 B 843 A 66.2 A 596B 39.1B 452 A
CV (%) 2.4 3,8 3.4

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula nas colunas e maiuscula nas linhas, para cada parametro avaliado, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

¢8



TABELA 5. Percentuais de reduc¢do na taxa de emergéncia em fun¢do dos niveis de inoculagdo e percentuais de plantulas mortas,
obtidas pela comparagdo do estande inicial e estande final, em cada nivel de inoculag@o, das sementes,sob as temperaturas

de 22 +2°C (T,) e 28 + 2°C (T3). ESAL - Lavras, 1994.

Nivel de infecgdo/ Redugdo na emergéncia (%) Plantulas mortas (%)
contaminagdo das sementes Sementes infectadas Sementes contaminadas Scmentes infectadas Sementes contaminadas
(%) T, T, T, T, T, T, T, T,
0
14 0.0 94 0.0 4.5 3.1 393 9.0 20.6
28 23.0 13.1 1.3 0.0 17.1 11.5 13.6 152
42 32.1 23.8 5.1 0.0 14.0 229 243 349
56 431 44 4 199 10.7 28.2 22.5 18.4 459
70 84 6 71.0 0:0 18.0 619 75.6 15.2 67.8

98
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algodoeiro, que de acordo com as Regras para Anilise de Sementes apresentam um 6timo entre
25 € 30°C (Brasil, 1992). O estande final foi reduzido apenas em fun¢do do aumento nos niveis de
infec¢do das sementes.

As sementes contaminadas apresentaram menores indices de morte em pré-emergéncia em
relagdo as infectadas (Tabela S). E provavel que a contaminagdo superficial tenha dificultado o
contato direto do fungo com os tecidos embrionarios, devido a rapida germinagdo e a retengdo
mais frequente dos tegumentos no solo. Entretanto, a contaminagio dos tecidos das plantulas
emergidas, resultou em sua morte posterior.

No estudo utilizando sementes contaminadas, sob duas condigdes de temperatura, foram
verificadas interagdes significativas entre os niveis de contaminagdo e temperaturas estudadas,
para todos os parametros avaliados (Tabela 4). Redugdes significativas na emergéncia, em fungao
dos niveis de contaminagdo, ocorreram apenas na temperatura de 22°C. Este efeito pode ser
atribuido ao atraso ocorridlo na germinagdio das sementes nesta temperatura, permitindo
provavelmente tempo suficiente para o contato do fungo com os tecidos embrionarios e refletiu-
se também nos resultados de indice de velocidade de emergéncia. A morte de plantulas f)(')s-
emergéncia foi significativamente favorecida pela temperatura mais elevada.

O efeito da temperatura de 22°C, favorecendo o contato do fungo com o embrido e morte
em pré-emergéncia pode também ser verificado para as sementes infectadas, em que a redugédo de
84,6% na emergéncia extrapolou o indice esperado de 70%.

Considerando-se os tratamentos extremos para os niveis de inocula¢do: 0% e 100% de
sementes inoculadas e real a taxa de 70% de infec¢do ou contaminagao, ressalvando-se o efeito de

aumento neste nivel a 22°C, verifica-se que ao infectar as sementes, B. theobromae foi capaz de
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causar sua morte pre-emergente na proporgdo de 1:1 (sementes infectadas e morte em pre-
emergencia, respectivamente). Quando presente apenas como contaminante superficial, esta taxa
foi variavel, em fungao do tempo necessario para emergéncia, temperatura e possivelmente da

localizagdo do indculo na superficie das sementes que também pode favorecer a contaminagdo dos

tectdos vivos.

CONCLUSOES

1 -O fungo B. theobromae é capaz de causar morte de sementes e plantulas de
algodoeiro, por ocasido do teste de germinagdo, em substrato de papel.

2 - A infecgao artificial de sementes de algodoeiro, por B. theobromae, pode ser obtida em
nivel de 70% através da exposigdo das sementes,por 24h, sobre colonias do fungo em
desenvolvimento em meio BDA com incubagdo em torno de 21°C e fotoperiodo de 12 horas.

3 - A contaminagdo superficial de sementes de algodoeiro por B. theobromae, em taxa de
70%, pode ser obtida mais rapidamente pelo rolamento das sementes sobre coldnias do ﬁmgd em
desenvolvimento em meio de cultura.

4 - A infecgdo de sementes de algodoeiro por B. theobromae causa morte em pre-
emergeéncia, na propor¢ao de 1:1.

5 - A contaminagdo superficial de sementes de algodoeiro, por B. theobromae, permite a
emergéncia de plantulas no solo e pode causar morte em pré-emergéncia, em taxas variaveis em

fungao da temperatura.
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SOBREVIVENCIA DE Botryodiplodia theobromae Pat. ASSOCIADA A SEMENTES DE

ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.) NO SOLO.

RESUMO

Sementes de algodoeiro, com incidéncia natural de B. theobromae, constatada através da
incubagio em papel de filtro, foram transferidas para solo e ai mantidas pelo periodo de um ano.
As sementes inteiras ou em fragmentos, foram mensalmente removidas do solo e incubadas em
meio batata-dextrose-agar, avaliando-se a viabilidade do fungo. Em condig¢des de laboratério foi
utilizado solo autoclavado e ndo autoclavado, com umidades gravimétricas de 5 e 20%, contido
em reciepientes plasticos. Em condigdes de campo, as sementes contendo o fungo foram
colocadas em sacos de tela plastica e enterradas a profundidade de 3cm. O estudo teve inicio em
epoca coincidente com o periodo de plantio do algodoeiro no Estado de Minas Gerais. A
sobrevivéncia do fungo foi constatada até o final do periodo de avaliagdo, 1 ano, sob todas as
condigdes estudadas, embora tenha sido registrada redugdo quantitativa desta sobrevivéncié em
fungdo do tempo. Em laboratorio, a sobrevivéncia foi favorecida pela umidade de 20%. Os
resultados obtidos permitem concluir que sementes infectadas levadas ao campo, constituem um

dos mecanismos importantes de sobrevivéncia do fungo no solo, entre periodos’ consecutivos de

cultivo do algodoeiro.
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SUMMARY

Survival of Botryodiplodia theobromae Pat associated with cotton (Gossypium hirsutum)

seeds in soil.

Cotton seeds with natural incidence of B. theobromae detected by blotter test, were
transferred to soil with different moisture contents and there mantained during for one year. The
whole seeds or fragments of them were monthly removed from soil and asseptically incubated on
potato-dextrose-agar medium for the evaluation of viability of that fungus. Under laboratory
conditions the substrate consisted of natural and autoclaved soil, having 5 and 20% of moisture
content, in plastic bags. Under field conditions the infected seeds were placed in net plastic bags
and these buried at 3cm depth. This study was set up at the cotton sowing time in the State of
Minas Gerais, Brazil. The results showed that B. theobromae survived throughout the storage
period at all conditions studied, although the amount of inoculum had quantitatively declined in
the course of the storage period. At laboratory, the survival was longer in soil with higher
moisture content compared with lower moisture content. These results lead to the conclusion that
seeds infected by B. theobromae sown in the cropping field constitute an important survival

mechanism to this fungous between planting seasons.
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INTRODUCAO

O fungo Botryodiplodia theobromae é um patégeno com ampla gama de hospedeiros,
ocorrendo em mais de 500 espécies vegetais, principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
sendo reconhecido como agente importante de aprodecimento dos Orgdos que ataca
(Punithaligan, 1976). O apodrecimento dos frutos do algodoeiro, causado por B. theobromae,
pode tanto impedir sua deiscéncia como permitir sua abertura, fazendo com que fibras de ma
qualidade e sementes portadoras do patogeno sejam produzidas (Lagiere, 1968; Bagga, 1970;
Oliveira et al., 1993). Quando o fungo ocorre nas sementes desta cultura, seu inéculo pode ser
eacontrado nos tecidos embrionarios (Roncadori et al., 1971). As sementes infectadas morrem em
fase de pré-emergéncia e quando tecidos das plantulas emergidas sdo atingidos, estas sofrem seca
total (Oliveira, Machado e Andrade, 1993). Varios estudos tém mostrado: que este patégeno ndo
causa danos significativos as partes vegetativas de plantas adultas inoculadas, embora possa
sobreviver por varias semanas confinado em pequenas lesdes nos tecidos destas plantas
(Pizzinatto, Soave e Cia, 1983; Oliveira et al., 1993).

Estudos sobre a disseminagio do fungo através de esporos pelo ar e avaliagdes
simultaneas da ocorréncia de podriddo das magés em cultivos de algodoeiro, tém revelado que B.
theobromae encontra-se entre as espécies mais frequentemente disseminadas por esta via e que,
entretanto, a massa de inoculo inicial ndo provém de frutos infectados, sendo sua origem sugerida
a partir de detritos de plantas de algodoeiro remanescentes no solo (Sanders e Snow, 1978). De
acordo com Tu e Cheng (1970) B. theobromae sobreviveu seis meses em gssociat;ﬁo com frutos

de algodoeiro na superficie do solo ou enterrados. Ainda, de acordo com estes autores, plantas



95

daninhas e varias espécies cultivadas mostraram-se susceptiveis a isolados de B. theobromae do
algodoeiro, sugerindo serem estas possiveis fontes de indculo para disseminagio do patdgeno em
areas cultivadas. Outros estudos mostram que B. theobromae é capaz de sobreviver no solo,
isoladamente ou em associagdo com tecidos vegetais hospedeiros, por varios meses (Aderiye e
Ogunda, 1986; Lo e Clark, 1988).

Do ponto de vista epidemiologico o papel de sementes ndo germinadas, infectadas por
este patogeno, no solo é desconhecido.

Neste estudo o objetivo foi avaliar a sobrevivéncia de B. theobromae associada a sementes
de algodoeiro em solo natural e esterilizado, mantidos sob duas condi¢des controladas de

umidade e em condigdes de campo.

MATERIAL E METODOS

Sementes de algodoeiro com incidéncia natural de Botryodiplodia theobromae foram
colocadas em solo sob condigdes de campo e em solo contido em recipientes plasticos, mantidos
em ambiente de laboratorio. Durante o periodo de um ano e a cada 30 dias, fragdes dessas
amostras, foram assepticamente transferidas para meio batata-dextrose-agar, com a finalidade de
avaliar a sobrevivéncia do fungo neste material.

Em laboratorio utilizou-se solo natural e solo autoclavado a 121°C, 1,5 atm, durante duas
horas, com umidades gravimétricas mantidas em 5 e 20%, utilizando-se como recipientes sacos
plasticos de 5x 10cm. As porgdes de solo autoclavado e de solo ndo autoclavado foram

inicialmente secas a sombra e os teores de agua foram determinados pelo método de pesagem de
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uma amostra composta, antes e apos secagem em estufa a 60°C. A quantidade de solo colocada
em cada saco plastico foi pesada. Mensalmente, através de pesagens, procedeu-se a corregdo da
umidade pela adigdo de agua, quando necessario. Em cada saco plastico colocou-se uma semente
contendo B. theobromae, a profundidae de 3cm e estes foram colocados em bandejas plasticas,
devidamente identificados. Cada tratamento foi repetido doze vezes, em duas parcelas de sete
sementes, totalizando 672 sacos plasticos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado.

Para determinagdo da sobrevivéncia em condigdes de campo, as sementes com o fungo
foram individualmente colocadas em sacos de 3 x 10cm, confeccionados com tela plastica
eontendo 16 orificios por cm® e estes foram enterrados a profundidade de 3cm, em canteiros, em
drea experimental da Escola Superior de Agricultura de Lavras. Foram semeadas 120 sementes
sendo utilizadas dez em cada avalia§§0 mensal.

As sementes com incidéncia de B. theobromae foram selecionadas através do teste de
sanidade em papel de filtro , sendo estas pertencentes a cultivar [AC-20 e produzidas na regido do
Triangulo, Estado de Minas Gerais. As sementes foram deslintadas utilizando-se acido sulfiirico
na base de 10 ml de uma solugdo concentrada em cerca de 300 sementes, sob agitagdo com
bastdo de vidro durante dois a trés minutos e lavagem em agua corrente. Em seguida as sementes,
deslintadas, foram imersas em solugdo de bicarbonato de sodio 1%, durante dez minutos,
novamente lavadas em 4gua corrente e secas sobre papel de filtro. Em cada placa de petri de
plastico transparente, didmetro de 15cm, contendo trés folhas de papel de filtro umidecidas em
2,4-Diclorofenoxiacetato de sodio, 10 ppm, foram semeadas 25 sementes. As placas foram

incubadas por sete dias em camara com temperatura 21+ 2°C, e fotoperiodo de 12h utilizando-se
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lampada de luz negra, Silvania 30W. As sementes foram examinadas sob microscopio, para
identificagdo dos fungos presentes e aquelas com incidéncia de B. theobromae foram transferidas
para placas de petri de vidro e armazenadas a 10°C, até sua utilizagdo.

Para avaliagdo da sobrevivéncia do fungo associada as sementes mantidas em solo, estas
foram individualmente transferidas, integras ou em fragmentos, para placas de petri de vidro,
didmetro de 9611, contendo meio batata-dextrose-agar, esterilizado, sendo incubadas por 15 dias,
sob as mesmas condigdes de temperatura e luminosidade utilizadas nos teste de sanidade. Em
cada placa de petri colocou-se a semente (ou fragmentos) proveniente de um saco ou tela plastica
e verificou-se a presenga ou auséncia do fungo. Mensalmente determinou-se em cada parcela
experimental o nimero de sementes em que o fungo se encontrava sobrevivente.

Este estudo teve inicio no més de outubro de 1991, época coincidente com a época de
plantio de algodoeiro, no Estado de Minas Gerais, sendo finalizado em outubro de 1992,

As médias de temperatura e umidade relativa mensais, obtidas em determinagdes diarias
feitas na Estagdo Climatologica no campus da Escola Superior de Agricultura de Lavras, durante
o periodo de condugdo do estudo, encontram-se na Figura 1.

Os dados obtidos para a sobrevivéncia sob condi¢des de laboratério foram transformados
para m e submetidos a analises de varidncia e regressdo polinomial. Os dados obtidos em

campo foram submetidos a analise de regressao.
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FIGURA 1. Temperaturas e umidades relativas medias mensais, obtidas por determinagoes diarias

na Estagdo Climatologica, do campus da Escola Superior de Agricultura de Lavras.
ESAL - Lavras, 1994,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Colonias de B. theobromae foram desenvolvidas em meio BDA a partir das sementes ou
fragmentos das sementes recuperadas do solo, em todas as avaliagdes e condigdes estudadas.
Entretanto, este crescimento nem sempre ocorreu em todas as sementes ou fragmentos

examinados, verificando-se redugéio na sobrevivéncia em fungdo do tempo (Figuras 2 e 3).
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FIGURA 2. Sobrevivéncia de B. theobromae associada a sementes de algodoeiro em solo

esterilizado e ndo esterilizado, com umidades gravimétricas de 5 e 20%, durante um
ano, em condigdes de laboratorio. ESAL - Lavras, 1994
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FIGURA 3. Sobrevivéncia de B. theobromae associada a sementes de algodoeiro, em solo, no
campo, durante um ano. ESAL - Lavras, 1994.

No presente estudo a autoclavagem do solo ndo exerceu efeito sobre o nivel de ocorréncia
de B. theobromae, sendo evidenciado que a sobrevivéncia de B. theobromae nio sofreu influencia
de outros microorganismos, possivelmente presentes no solo ndo autoclavado. Nos reisolamentos
feitos em meio BDA observou-se muitas vezes o crescimento de Fusarium spp. e de Trichoderma
sp. em placas com crescimento de B. thecbromae, nio sendo observados efeitos indicativos de

antagonismo entre estes fungos. Em termos comparativos, determinou-se que a umidade
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gravimétrica de 20% do solo, foi favoravel a sobrevivéncia do fungo, em relagio a umidade
gravimétrica de 5%.

Relatos de outros autores, considerando Botryodiplodia theobromae e outros
hospedeiros, tém enfocado a sobrevivéncia deste fungo sob circunsténcias variadas. Por exemplo,
Aderye e Ogunda 1986 verificaram que B. theobromae foi capaz de sobreviver até cinco meses no
solo, na forma de conidios incorporados a substrato composto de p6 de inhame e areia.
Observaram esses autores que o fungo sobrevivia através de formagdes de clamidosporos e
microconidios. Lo e Clark (1988), verificaram também que B. theobromae, patogénico a batata
doce, sobreviveu no solo por um ano, na forma de conidios. Neste estudo, com sementes de
algodoeiro, considera-se possivel que a sobrevivéncia do fungo tenha sido assegurada na forma de
micélio dormente e clamidosporos, associados aos tecidos internos das sementes e/ou na forma de
conidios, no interior dos picnidios subestromaticos que haviam sido formados nas sementes.

A viabilidade do inoculo de B. theobromae mantida em associagdo com os tecidos das
sementes de algodoeiro no solo, constatada neste trabalho, permite inferir que as sementes
infectadas, quando levadas ao campo e que morrem em pré-emergéncia (Oliveira, Machado e
Andrade, 1993), podem constituir fonte de inoculo primario para infecgdo dos frutos na época de
sua formagdo e maturagdo. O algodoeiro herbaceo possui um ciclo reprodutivo de cinco a seis
meses e assim, a permanéncia do fungo por um ano no solo, é um periodo suficiente para seu
retorno s plantas. E previsivel admitir que as sementes enterradas no solo possam ser retornadas
a superficie pela agdo da chuva e de implementos utilizados durante o cultivo. Nestas
circunstancias, o fungo poderia retornar a planta em sua forma conidial, pela agdo do vento, ou

poderia ser transportado por algum vetor casual, como contaminante.
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Considerando-se estes aspectos, a pratica de erradicagdo de soqueira, em areas de culiivo
de algodoeiro, pode ser particularmente importante, como medida para redugdo do indculo

primario deste patogeno.

CONCLUSOES

| - B. theobromae foi capaz de sobrevrver durante o periodo de 12 meses em sementes de
algodoeiro no solo, sendo esta sobrevivéncia reduzida em fung¢do do tempo e favorecida pela
umidade gravimétrica de 20%, em relagdo & de 5%.

2 - A utilizagdo de sementes de algodoeiro, infectadas por B. theobromae, para semeadura
no campo de cultivo, pode constituir um meio de sobrevivéncia do fungo e tornar-se uma fonte de

indculo primario para o cultivo subsequente.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADERIYE, B.I. & OGUNDA, S K. Form of survival of Botryodiplodia theobromae in the soil.
Indian Phytopathology, New Delhi, v.39, n.2, p.249-252, June 1986.

BAGGA, H.S. Pathogenicity studies of organisms involved in the cotton boll-rot complex.

Phytopathology, St. Paul, v.60, n.1, p.158-160, Jan. 1970.
LAGIERE, R. El Algodon. Barcelona, Editorial Blume, 1968. 292 p.

LO, JY.; CLARK, C.A. Sources of inoculum and infection courts of Diplodia gossypina on
sweet potato. Phytopathology, St. Paul, v.78, n.11, p.1442-1446, Nov.1988.



103

OLIVEIRA, E; MACHADO, J.C. & ANDRADE, G.AF. Patogenicidadede Botryodiplodia

theobromae a sementes de algodoeiro. Informativo ABRATES, Brasilia, v.3, n.3, p.93,
jun 1993,

OLIVEIRA, E; MACHADO, J.C., PEREIRA, L. A A; ALVES, W.L. Patogenicidade de
Botryodiplodia theobromae a plantas de algodoeiro e transmissdo para as sementes.

Informativo ABRATES, Brasilia, v.3, n.3, p.88, jun 1993,

PIZZINATTO, M.A,; Soave, J. & CIA, E. Patogenicidade de Botryodiplodia theobromae Pat. a
plantas de diferentes idades e magds de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.). Fitopatolcgia

Brasileira, Brasilia, v.8, n.2, p.223-228, jun. 1983.

PUNITHALINGAN, E. Botryodiplodia theobromae, s.1, 1976. (CMI Descriptions of pathogenic
fungi and bacteria, 519).

RONCADORI, R.W.; Mc CARTER, S.M.;, CRAWFORD, J.L. Influence of fungi on cotton seed
deterioration prior to harvest. Phytopathology, St. Paul, v.61, p.1326-1328, Nov, 1971

SANDERS, D.E.; SNOW, J.P. Dispersal of airborne of boll-rotting fungi and the incidence of
cotton boll rot. Phytopathology. St Paul, v.68, n.10, p.1438-1441, Out. 1978.

TU, C.C. CHENG, Y H Studies on the sources of Diplodia gossypina Cooke for primary
infection on cotton. PL. Prot. Bull. Taiwan, v.12, n4, p.147-151, 1971. In: REVIEW CF
PATHOLOGY, London v.51, n.9, p.596, abst. 3384, Set. 1972,



Capitulo 7. SENSIBILIDADE DE Botryodiplodia theobromae Pat. A
FUNGICIDAS “IN VITRO” E INCORPORADOS A
SEMENTES DE ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.).



105

SENSIBILIDADE DE Botryodiplodia theobromae Pat. A FUNGICIDAS "IN VITRO" E
INCORPORADOS A SEMENTES DE ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.).

RESUMO

O presente trabalho visou avaliar o comportamento de B. theobromae na presenga dos
fungicidas benomil, thiabendazol, carbendazim, carboxin, iprodione, thiram e mistura de carboxin
e thiram, em meio de cultura e em sementes de algodoeiro infectadas pelo patégeno. Em meio de
cultura a eficacia dos produtos foi comparada nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0
ppm, sendo o crescimento micelial do fungo avaliado até 15 dias de incubagdo. Apds 48h de
incubagdo, apenas thiram ndo apresentou efeito repressor sobre o crescimento micelial de B.
theobromae. Dentre os fungicidas sistémicos, thiabendazol, benomil e carbendazim exerceram os
efeitos mais acentuados no crescimento das colonias fingicas. Apenas carbendazim foi capaz de
manter o efeito inicial sobre o fungo durante 15 dias de incubagdo. Os fungicidas benomil e
carbendazim destacaram-se no controle de B. theobromae em sementes, possibilitando maior |
germinagdo, emergéncia e sobrevivéncia de plantulas. Sementes com incidéncia natural de fungos
patogénicos e saprofitas foram tratadas com carbendazim 10%, em dosagem de 20g i.a./100kg de
sementes. Este tratamento foi efetivo em erradicar os fungos nas sementes subme'tidas ao teste de
sanidade, promoveu maior taxa de germinagdo, em substrato papel, e de emergéncia em solo,

sendo porém ineficaz no controle de Colletotrichum gossypii.
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SUMMARY

Sensitivity of Botryodiplodia theobromae Pat. to fungicides "in vitro" and in cotton seeds.

The purpose of this study was to evaluate B. theobromae behaviour in the presence of the
fungicides benomil, thiabendazol, carbendazin, carboxin, iprodione, thiram and mixture of
carboxin and thiram, all incorporated to medium culture and on the cotton seeds infected with this
pathogen. The effectiveness of these products ‘in vitro’ was compared at 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 and 8,0
ppm concentrations. Mycelial growth of B. theobromae was evaluated during 15 days incubation.
After 48h incubation, only thiram did not present any repressing effect on the B. theobromae
mycelial growth. Among the sistemic fungicides, thiabendazol, benomil and carbendazin presented
higher reduction on the fungal colony. Only carbendazin was able to keep the repressing effect on
the fungal growth during 15 days of incubation. The fungicides benomil and carbendazin were the
most effective treatments in the control of B. theobromae on cotton seeds and provided better
conditions for higher germination, emergence and seedling development. Cotton seeds .with
natural incidence of pathogenic fungi were treated with carbendazin 10% at 20g a.i./100kg seeds.
This treatment was effective to eradicate the fungi present in the seeds when they were submitted
to blotter test. Higher germination rate on paper and better emergence in soil wére also observed

in that treatment.
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INTRODUCAO

O controle preventivo de doengas vegetais, através da exclusio de seus agentes
etiologicos, € certamente uma das medidas mais efetivas para garantir o bom desenvolvimento e
performance das plantas no campo. Sob este aspecto, a utilizagdo de sementes sadias, livres de
patogenos, pode contribuir em grande parte para evitar o surgimento de doengas ja nas fases
iniciais de germinagdo e crescimento da cultura. Entretanto, nem sempre é possivel conseguir a
total isengdo de patogenos nestes propagulos vegetais e além disto, deve-se considerar a possivel
presenca do indculo no solo e em plantas presentes nas proximidades da 4rea de cultivo. Assim,
recorre-se frequentemente ao tratamento quimico das sementes, visando ndo apenas o controle de
patogenos nelas presentes, mas também sua protegio para aqueles que possam atingi-las e as
plantulas emergidas, ap6s a semeadura (Jeffs, 1986).

Varios fungicidas sdao recomendados para o tratamento de sementes de algodoeiro
(Organizagdo Andrei, 1987) porém, os fungos sensiveis a sua agdo, relacionados pelos
fabricantes, ndo incluem B. theobromae. Este patogeno causa o apodrecimento de frutos do
algodoeiro (Bagga, 1970) e quando presente nas sementes, causa sua morte em pré-emergéncia
ou a morte de plantulas emergidas, (Oliveira, Machado e Andrade, 1993). Sua presenga em
amostras de sementes de algodoeiro é frequente, podendo atingir niveis de ocorténcia da ordem
de 78% de sementes contaminadas e ou infectadas (Sobreira, 1988).

O objetivo deste estudo foi avaliar a reagdo de Botryodiplodia theobromae a fungicidas

"in vitro"e quando incorporados a sementes de algodoeiro.
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MATERIAL E METODOS

Como fonte de fungicidas selecionados para este estudo foram utilizados os produtos

indicados na Tabela 1.

TABELA 1. Produtos utilizados nos estudos sobre sensibilidade de Botryodiplodia theobromae a
fungicidas “in vitro” e no tratamento de sementes de algodoeiro infectadas por este
patogeno. ESAL - Lavras, 1994,

Nome comercial dos Nome técnico Concentragdo Fabricante
fungicidas (i.a.) 1.a. (%)
Benlate PM benomil 50 Du Pont
Tecto 100 PM thiabendazol 10 Merck Sharp & Rohme
Carbendazim PM carbendazim 10 Du Pont
Vitavax PM carboxin 75 Uniroyal
Rovral PM iprodione 50 Rhodia
Rhodiauram PM thiram 70 Rhodia
Vitavax-thiram PM carboxin + thiram 75 Uniroyal

L. Crescimento de B.theobromae em meio de cultura contendo fungicidas.

Os fungicidas foram incorporados ao meio de cultura em concentragdes de 0; 0,5; 1,0,
2,0, 4,0 e 8,0 ppm de ingrediente ativo (i.a.). Utilizou-se o meio BDA (extrato de 200g de batata,
20g de agar purificado Merck e 20g de dextrose/l) e a incorporagao foi feita apos a autoclavagem,
quando o meio atingiu temperatura de cerca de 50°C, em camara asséptica de fluxo laminar. Apos
adigdo dos fungicidas, os meios foram distribuidos em placas de petri com didmetro de 9cm, em
quantidades de 20ml por placa. Ao centro de cada placa contendo meio colocou-se um disco de

meio BDA, Smm de didmetro, com crescimento de B. theobromae, face voltada para a superficie
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do meio. Estes discos foram retirados da margem de colénia do fungo, cultivado por cinco dias
em meio BDA, apos reisolamento de maga de algodoeiro infectada. As placas semeadas e vedadas
com parafilme, foram incubadas em cdmara com temperatura de 21 + 2°C, e fotoperiodo de 12h
sob ldmpada de luz negra Silvania 30W. Cada tratamento foi repetido quatro vezes, sendo a
parcela experimental constituida por uma placa. O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados.

O didmetro médio das colonias de B. theobromae foi determinado em cada placa, a
intervalos de 24h, a partir do inicio da incubagdio. Para isto, foram consideradas duas linhas
ortogonais no verso de cada placa, efetuando-se as medigdes nestas diregdes e descontando-se o
didmetro de Smm, do indculo inicial.

Os dados de crescimento obtidos em 48h de incubagdo foram submetidos a analises de
varidncia, apos transformagédo porm .

As placas foram mantidas sob incuba¢do por 15 dias, avaliando-se diariamente o
crescimento de B. theobromae nos tratamentos em que o micélio ndo atingiu as margens das

placas em 48horas.

2. Tratamento fungicida de sementes artificialmente infectadas por B. theobromae.

Neste estudo foram utilizadas sementes de algodoeiro cultivar IAC-20, provenientes de
uma amostra isenta de B. theobromae e com incidéncia de 10% de Fusarium spp., determinada

pelo teste de incubagdo em papel de filtro.
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As sementes foram inicialmente deslintadas por processo quimico, utilizando-se acido
sulfurico concentrado em quantidade de 10ml por cerca de 300 sementes. Apds remogdo do linter
as sementes foram lavadas em agua corrente, e imersas por 10 minutos em solugdo de bicarbonato
de sodio 1%, e novamente lavadas em agua corrente. A fragdo de sementes flutuante em agua foi
descartada, considerando-se que sementes de maior densidade permitem a obten¢do de maiores
percentuais de emergéncia (Hofmann et al., 1988). Ap0s a selegdo dessas sementes, procedeu-se a
sua inoculagdo, colocando-as sobre colonias de B. theobromae em meio BDA, seguido de
incubagdo por 24h, conforme procedimento utilizado por Oliveira, Machado e Andrade (1993).
Estas coldnias, com sete dias de idade, foram obtidas apés reisolamento de B. theobromae de
magds de algodoeiro infectadas. Parte das sementes ndo inoculadas foi igualmente mantida
incubada por 24h sobre meio BDA isento de crescimento fingico. As sementes inoculadas,
tratadas e ndo tratadas com fungicidas e as sementes ndo inoculadas, foram submetidas aos testes
de sanidade, germinagdo em substrato papel e emergéncia em solo. Como tratamentos
experimentais foram utilizadas sementes ndo inoculadas e ndo tratadas; sementes inoculadas e nio
tratadas; sementes tratadas com os fungicidas relacionados na Tabela 1. Para os ﬁmgiéidas
benomil, thiabendazol, iprodione, thiram e carboxin + thiram, foram utilizadas dosagens
recomendadas pelos fabricantes: 100; 20; 100; 350; 150 + 150 g i.a. por 100 kg de sementes,
respectivamente. Os fungicidas carbendazim e carboxin foram utilizados em dosagens de 20 e 150
g i.a. por 100 kg de sementes, respectivamente.

Para a analise de sanidade, as sementes foram colocadas em placas de petri de plastico,
com diametro de 15cm, contendo trés folhas de papel de filtro umidecidas em solugdo de

2,4-Diclorofenoxiacetato de sodio na concentragdo de 10 ppm. Em cada placa foram semeadas 25
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sementes, sendo preparadas 8 placas por tratamento. As placas foram incubadas por sete dias em
cdmara com temperatura de 21 + 2°C e fotoperiodo de 12h, sob lampada de luz negra Silvania
30W e posteriormente examinadas a0 estereomicroscopio.

Para a analise de germinagdo, as sementes foram colocadas em rolos de papel Germitest e
mantidas por quatro dias em germinador a temperatura de 25°C. A determinagdo da germinagdo
foi feita de acordo com metodologia prescrita nas Regras para analise de sementes (Brasil, 1992).
Para cada tratamento foram analisadas 200 sementes em oito repetigoes de 25. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado.

Para avaliagdo de emergéncia, utilizou-se como substrato solo e areia na proporgido de
1:1, fumigado pela aplicagdo de 264 ml de brometo de metila por m*, com cobertura por 48h e
aeracdo por 72h. O substrato foi colocado em bandejas plasticas de 10 x 40 x 60cm e em cada
uma foram semeadas 50 sementes a profundidade de 3cm. Cada parcela experimental foi
constituida por uma bandeja e cada tratamento foi repetido quatro vezes, em delineamento em
blocos ao acaso. As bandejas foram mantidas em camara de crescimento vegetal com temperatura
de 28 + 2°C, e fotoperiodo de 12h, sob lampadas luz do dia Grolux 40W. O numero de pléntas
emergidas foi determinado diariamente até a estabilizagdo, sendo o estande inicial considerado aos
14 dias apos a semeadura. O indice de velocidade de emergéncia foi obtido pela somatoria dos
indices diarios, até 14 dias da semeadura, calculados pela divisao do niimero de plantas emergidas

pelo nimero de dias decorridos da semeadura. O estande final foi determinado aos 25 dias da

semeadura.

Os resultados obtidos foram submetidos a analises estatisticas de variancia, apos

transformagdo por scn,f%oo ,
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3. Tratamento fungicida de amostras de sementes com ocorréncia natural de B. theobromae

e outros fungos.

Neste estudo foram utilizadas trés amostras de lotes de sementes de algodoeiro, cultivar
IAC-20, e o fungicida carbendazim, na dosagem de 20g i.a. por 100kg de sementes, com base nos
resultados do estudo anterior, A avaliagdo de efeitos do tratamento fungicida foi feita através de
analise sanitaria, germinagdo padrao em papel e emergéncia em solo. As sementes utilizadas foram
deslintadas com acido sulfurico, da forma descrita no item anterior.

A andlise sanitaria foi feita pelo método de incubagdo em papel de filtro, sendo utilizadas
para cada uma das trés amostras, 200 sementes sem tratamento, 200 com tratamento em
hipoclorito de sodio 1% durante cinco minutos e 200 tratadas com o fungicida.

A analise de germinagdo foi feita em rolo de papel, utilizando-se para cada amostra, 200
sementes ndo tratadas e 200 tratadas com carbendazim. O delineamento experimental foi
inteiramente casualisado.

A emergéncia em solo foi avaliada em canteiros de alvenaria, no campo, contendo como
substrato solo e areia ndao desinfestado, na propor¢ao de 1:1. Foram estabelecidos seis
tratamentos, constituidos de trés amostras de sementes com e sem o tratamento fungicida. Cada
parcela experimental foi composta por uma fileira de 100 sementes no canteiro e cada tratamento
foi repetido quatro vezes, em delineamento de blocos ao acaso. O estande inicial foi determinado
aos 14 dias e o estande final, aos 25 dias da semeadura.

Os dados obtidos foram submetidos a analises de variancia, apos transformag@o por

53“\,"'%00 :
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A germinagdo potencial das sementes das trés amostras foi previamente determinada pelo
teste de tetrazdlio. Para isto, sementes com linter, imersas em agua destilada foram incubadas a
25°C por 12 horas. Posteriormente, retirou-se o embrido de 100 sementes, de cada uma das
amostras e estes foram transferidos para uma solugdo de 3,5 trifenil cloreto de tetrazélio 1%, pH
6,5 a 25°C onde permaneceram por quatro horas. Os embrides foram seccionados
longitudinalmente, com laminas de ago e observados sob microscopio estereoscopico, sendo a
viabilidade ¢ nivel de vigor das sementes determinados de acordo com a metodologia
recomendada pelas Regras para analise de sementes (Brasil, 1992). Determinou-se também o

percentual de danos mecanicos presentes nas sementes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Crescimento de B. theobromae em meio de cultura contendo fungicidas.

Os resultados (Tabela 2) indicam que apenas o fungicida thiram ndo red;.iziu
significativamente o crescimento de B. theobromae, em relagdo ao tratamento testemunha, em
todas as concentragdes utilizadas. Por outro lado, os fungicidas sistémicos do grupo
benzimidazol, carbendazim, benomil e thiabendazol, reduziram acentuadamente ¢ crescimento do
fungo, mesmo a partir de baixas concentragdes no meio. O efeito de carboxin, sobre o
crescimento de Botryodiplodia theobromae, somente foi perceptivel, estatisticamente, na
concentragdo mais elevada. A redugao de cerca de 40% no crescimento de B. theobromae,

causada no tratamento com iprodione, reafirma de certa forma resultados de Machado e Langerak
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(1993), quando este produto, testado na concentragio de 0,5 ppm em substrato de papel

impregnado com meio, causou redu¢do no crescimento micelial da ordem de 50%.

TABELA 2. Crescimento micelial de B. theobromae (cm) na presenga de fungicidas incorporados
em meio de cultura (BDA), determinado 48h ap6s o inicio da incubagdo. ESAL -

Lavras, 1994,
Fungicida Concentragdao
0,5 1,0 2,0 4,0 8,0

Testemunha 6.3 aA 6.3 ab 6.3 aA 6.3 aA 6.3 aA
Thiram 6.2 aAB 7.5 aA 6.9 aAB 6.5 aAB 6.1 aB
Carboxin 6,9 aA 7.2 abAB 5.9 aBC 5.5 acD 48 bD
Carboxin + Thiram 6.9 aA 6.2 bA 6.5 aA 6.1 aA 4.2 bB
Iprodione 3.7bA 2.6cB 2.2bB 0.5bC 0.0dC
Carbendazim 0.9 cdA 0.7 dA 0.7 cA 0.6 bA 0.6 cA
Benomil 0.5dA 0.9 dA 0.7 cA 0.6 bA 0.7 cA
Thiabendazol 1.2 cA 0.4 dB 0.6 cB 0.4 bB 0.4 cB

CV=5,7%. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Chama atengdo no presente estudo a baixa agdo dos fungicidas thiram e carboxin sobre o
crescimento de B. theobromae, tanto nas suas aplicagdes isoladas, como em mistura. Melhor
desempenho de carboxin, provavelmente seja conseguido através de dosagens mais elevadas do
mesmo, conforme revela a tendéncia evidenciada a partir da concentra¢do de 8ppm.

Uma informagdo importante, observada no presente estudo, foi que apenas carbendazim,
em todas as concentragdes, foi capaz de manter durante todo o periodo de 15 dias de incubagao,
o mesmo efeito repressor inicial sobre o crescimento do fungo, determinado apods 48h de
incubac¢do, evidenciando sua caracteristica de maior estabilidade nessas circunstancias. Por outro
lado, para os demais fungicidas, essa estabilidade nio foi mantida no mesmo periodo de incubagio

considerado.
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2. Tratamento fungicida de sementes artificialmente infectadas por B. theobromae.

O tratamento fugicida das sementes de algodoeiro foi de maneira geral variavel, benéfico
em termos de controle de B. theobromae (Tabelas 3 e 4). Para todos os pardmetros em
consideracdio, os fungicidas permitiram valores médios, com poucas excessdes, diferentes do
tratamento cujas sementes estavam infectadas e ndo receberam tratamento com produto algum.

Pela Tabela 4 vé-se que, benomil e carbendazim, foram capazes de promover um maior
controle de B. theobromae, possibilitando maior emergéncia das sementes, sobrevivéncia de
plantulas e maior indice de velocidade de emergéncia, em relagdo aos demais fungicidas testados.
A efetividade de benomil no controle do patogeno associado a outras espécies vegetais ja € de
conhecimento prévio (Gonzéles, Vazquez e Hepperlyl, 1990; Ram e Leal, 1990). Este fungicida ja
¢ recomendado para o tratamento de sementes de algodoeiro, com a finalidade de controlar

outros patogenos, tanto associados as sementes como presentes no solo de cultivo (Organizagdo

Andrei, 1987).

TABELA 3. Efeitos do tratamento fungicida de sementes de algodoeiro, infectadas com B.
theobromae, sobre a germinagdo, em substrato papel e sobre a incidéncia do fungo,
detectada pelo teste de incubag@o em papel de filtro. ESAL - Lavras, 1994.

Tratamentos fungicidas Germinagao (%) Incidéncia de B. theobromae (%)
Benomil 57.0a 0.5

Test. ndo inoculada 52.0a 0.0

Carbendazim 51.0a 0.5

Carboxin 275Db 71.5

Carboxin + Thiram 21.5be 31.5

Iprodione 20.0 be 345

Thiabendazol 10.5 cd 15.5

Thiram 8.5cd 2.5

Test. inoculada 43d 98.5

CV=15,9%. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 4. Efeitos do tratamento fungicida de sementes de algodoeiro inoculadas com A.
theobromae sobre a emergéncia em solo e sobrevivéncia de plantulas, ESAL -

Lavras, 1994,

Tratamentos Pardmetros avaliados

_fugicidas Estande inicial Estande final __ Ind. de veloc. de emerg.
Carbendazim 77.0a 75.0 a 33.7 ab
Benomil 77.0a 73.0a 350a
Test. ndo inoculada 72.5 ab 68.5a 30.3 abe
Thiram 61.0 be 5250 27.9 bed
Carboxin + Thiram 575¢ 46.0 bc 254 cd
Carboxin 57.0cd 42.0 bed 23.6 de
Iprodione 53.5¢d 41.5 bed 24.2 cde
Thiabendazol 49.5 cd 32.0cd 21.7 de
Test. inoculada 42.0d 30.0d 178 ¢
CV(%) 7.2 8,6 10,2

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

3. Tratamento fungicida de sementes com ocorréncia natural de B. theobromae e outros

fungos.

Os efeitos do tratamento de sementes com carbendazim e hipoclorito de sodio, na redugao
dos indices de ocorréncia de todos os fungos presentes nas sementes em teste, foi notorio Aesle
estudo (Tabela 5). Os resultados referentes ao tratamento com hipoclorito de sodio evidenciam
que apenas os propagulos dos fungos localizados na superficie externa das sementes foram
atingidos, indicando por outro lado, a presenga de grande parte dos fungos no interior dos tecidos
das sementes.

De maneira geral, os resultados da Tabela 5 confirmam a atuacdo efetiva de carbendazim
em reduzir e as vezes erradicar totalmente, o indculo da maioria dos fungos presentes nas

sementes utilizadas.



TABELA 5. Incidéncia de fungos em amostras de trés lotes de sementes de algodoeiro ndo tratadas (NT), tratadas com hipoclorito de
sodio (HP), tratadas com carbendazim (CB) e submetidas ao teste de sanidade pela incubag¢do em papel de filtro. ESAL -

Lavras, 1994.
Percentual de ocorréncia

Fungos detectados Lote 1 Lote 2 Lote 3

NT HP CB NT HP CB NT HP CB
Aspergillus glaucus 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0
A. niger 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0
B. theobromae 14.0 10.0 0 12.0 9.0 0 25.0 14.0 0
Cladosporium sp. 11.0 0.5 0 7.0 0 0 0.5 0 0.5
Colletotrichum. gossypii 19.5 11.0 0 320 11.5 0 28.0 19.0 1.0
Fusarium spp. 31.0 31.0 0 58.5 30.5 6.5 550 370 20
(Gronatobotris sp 0.5 0 0 0.5 0 0 0 0 0
Olpitrichum sp. 2.5 1.0 0 1.5 15 0 L5 40 0
Penicillium spp. 2.0 20 0 6.0 0.5 0 3.0 0 0.5
Pestalotia sp. 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0

AR
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O teste de tetrazolio mostrou para os lotes, |, 2 e 3, germinagdo potencial de 57, 68 e
51%; nivel de vigor de 48, 63 e 51% e presenga de danos mecénicos nas sementes vidveis, de 21,
42 e 38%, respectivamente, evidenciando a baixa qualidade fisiologica das sementes utilizadas.
Considerando-se estes resultados do teste de tetrazolio, os aumentos na germinagdo e emergéncia
de plantulas, proporcionados pelo tratamento com carbendazim (Tabela 6), podem ser
considerados relativamente altos. A presenca de danos mecdnicos nas sementes viaveis, pode ter
contribuido para a obtengdo de percentuais de germinagio e emergéncia das sementes tratadas,
inferiores aos percentuais de germinagdo potencial verificados.

De forma semelhante, em substrato papel e nas condi¢des de canteiro, carbendazim
possibilitou aumentos significativos na germinagdo, emergéncia e sobrevivéncia de plantulas
(Tabela 6). Os menores percentuais de germinagdo, obtidos em substrato papel, quando
comparados aos de emergéncia em solo, sugerem efeitos de fungos que, no rolo de papel, sob
condigoes otimas, podem deteriorar sementes e danificar plantulas, que de acordo com as Regras
para analise de sementes (Brasil, 1992) sdo excluidas da contagem de plantulas normais.

A morte de plantulas, embora significativamente menor quando as sementes foram
tratadas, pode ser considerada elevada. Neste sentido, deve-se considerar a alta incidéncia de C.
gossypii nas plantulas, comprovada pelos sintomas tipicos do mesmo nas folhas e caule. Embora
tenha sido observada a ag¢do acentuada de carbendazim sobre C. gossypii, nas sementes
submetidas ao teste de sanidade (Tabela 5), deve-se considerar que sua proliferagdo nas plantulas

em solo, foi provavelmente devida a baixa dosagem deste fungicida utilizada para o tratamento

das sementes.



TABELA 6. Percentual de germinagao (TPG), emergéncia em solo e sobrevivéncia de plantulas para sementes de algodoeiro tratadas
com carbendazim. ESAL - Lavras, 1994,

Percentual de plantulas normais

Amostras TPG Estande inicial Estande final

I NT Médias T NT Médias H NT
Lote 1 45.5 27.5 243 a 50.0 420 46.0a 225 155a
Lote 2 47.5 27.0 373 a 50.0 45.5 478 a 245 113 a
Lote 3 285 6.0 173 b 425 345 385b 21.0 103 a
Médias 405 A 202 B 475 A 40.7B 227 A 124 B
CV (%) 19,3 6.2 19,1

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maitscula na linha, para cada parametro avaliado, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade T = tratadas, NT = ndo tratadas.

611
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CONCLUSOES

| - Botryodiplodia theobromae apresenta sensibilidade variavel, "in vitro", em relagdo a
um grupo de fungicidas comumente recomendados para tratamento de sementes de algodoeiro.

2 - O tratamento de sementes de algodoeiro, infectadas artificialmente por B. theobromae,
mostrou maior efetividade relativa por péne dos produtos benomil e carbendazim.

3 - O crescimento de fungos patogénicos e saprofitas, associado a sementes de algodoeiro,
foi eficientemente controlado pela aplicagdo de carbendazim 10%, na dosagem de 20g i.a./100kg

de sementes, possibilitando maior taxa de germinagdo e de emergéncia.
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Capitulo 8. DISCUSSAO GERAL
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DISCUSSAO GERAL

A extensdo dos prejuizos causados por fungos patogénicos a plantas cultivadas, aliada aos
seus mecanismos de sobrevivéncia e dispersdo na natureza, sio determinantes de sua importancia
e necessidade de controle. A transmissdo desses fungos, das plantas as sementes e destas as
plantas da geragdo seguinte, constitui um dos mecanismos mais eficientes que garantem sua
perpetuagdo indefinidamente. O conhecimento desta associagdo patogeno-semente e suas
implicagdes, € essencial a adogdo de possiveis medidas de controle, sejam preventivas ou
curativas. Alguns desses aspectos estudados para o fungo B. theobromae, em relagdo a sementes
e plantas de algodoeiro, no presente trabalho, mostram sua importdncia como patogeno desta
cultura e o papel das sementes como veiculo para sua sobrevivéncia e dispersio. Até entdo, o
referido organismo ndo era enquadrado como um patégeno de importancia ao algodoeiro, sendo
apenas citado entre inimeros outros, como um fungo de natureza secundaria. Deve-se levar em
consideragdo o fato de que este patogeno quase sempre ocorre em sementes de algodoeiro ao
lado de outros fungos de reconhecida relevancia a esta cultura.

O fungo B. theobromae mostrou ser patogénico ao algodoeiro no inicio do ciclo,
causando morte de plantulas, e ao final, causando seca de ramos e apodrecimento de frutos,
efeitos que ndo dependem da presenga de ferimentos nos tecidos vegetais. Ao final do ciclo, pode
causar em media, a perda de 17% na colheita do algodoeiro, equivalente ao percentual de frutos
que apodrecem e ndo completam a deiscéncia (capitulo 4). Além disto, a transmissdo deste
patogeno para as sementes, em taxa média de 15% (capitulo 4), pode corresponder a0 mesmo

percentual de redugdo no estande, apos a semeadura, causando morte em pré-emergéncia
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(capitulo 5). Estes indices de perdas podem ser expressivos tanto na produgdo de fibras, quanto
na produgdo de sementes.

Quando B. theobromae infecta as sementes, determina a morte em pré-emergéncia e
quando encontra-se apenas como contaminante superficial, pode permitir a emergéncia das
plantulas. Esta emergéncia ocorre devido & frequente retengio do tegumento no solo,
determinado pelo tipo epigeo de germinagdo das sementes, porém se o fungo atinge os tecidos
das plantulas, estas morrem posteriormente. O indice de morte em pré-emergéncia é maior a
temperatura ambiente em torno de 22°C que em torno de 28°C, enquanto a morte de plantulas
infectadas pelo patogeno é maior nesta tltima condi¢do de temperatura. A presenga deste fungo
nas sementes de algodoeiro, pode também influenciar o resultado do teste padrdo de germinagao,
em substrato de papel, causando a morte de sementes e infec¢do de plantulas (capitulo 5).

Em termos de sobrevivéncia, constatou-se que B. theobromae é capaz de permanecer
viavel em associagdo com as sementes mortas do algodoeiro, no solo do campo de cultivo, entre
plantios consecutivos desta cultura. A sobrevivéncia é maior quando a umidade do solo é mais
favoravel ao crescimento de plantas (20% de umidade gravimétrica), que em solo seco (5% de
umidade gravimétrica) (capitulo 6). Assim, o plantio de sementes portadoras deste patogeno,
pode permitir a casualiza¢do de focos de indculo primario, para a infec¢@o posterior dos frutos do
algodoeiro. No capitulo 4 foi demonstrado também que o referido fungo € capaz de sobreviver
em tecidos vegetativos das plantas, até a época de produgao.

A ocorréncia de B. theobromae em sementes de algodoeiro produzidas no Estado de
Minas Gerais, safra 90/91, foi maior em relagao aos indices relatados para este Estado por Tanaka

e Paolinelli (1984) e por Sobreira (1988), em safras anteriores (capitulo 3). Esta ocorréncia foi



125

também maior na regido do Triangulo, que apresenta maior pluviosidade, em relagdo a regido
Norte do Estado de Minas Gerais, Este aumento na ocorréncia do patogeno, ao longo dos ultimos
anos, pode ser atribuida possivelmente, ao acumulo de indculo nas areas de cultivo. A quantidade
de indculo de B. thebromae, presente nas sementes, pode ser considerada elevada, o que aumenta
a probabilidade do mesmo atingir os tecidos das plantulas, por ocasido da germinagdo e também
de sua sobrevivéncia no solo.

O armazenamento de sementes de algodoeiro em camara fria, condi¢do recomendada para
melhor preservacdo de sua viabilidade, preserva também a viabilidade do patogeno, permitindo o
seu retorno ao campo de cultivo (capitulo 3).

Desta forma, percebe-se que a associagdo de B. theobromae com as sementes de
algodoeiro é importante, ndo apenas pela redugdo que causa na germinagdo, mas também por
contribuir efetivamente para sua disseminagdo. Face aos prejuizos que este patogeno pode causar
ao cultivo algodoeiro, ha necessidade do estabelecimento de padrdes de tolerdncia para sua
ocorréncia em sementes basicas e certificadas/fiscalizadas. Com base nestes resultados e em
observagdes regionais de alguns pesquisadores, indices de tolerancia de 15 e 25% para classes de
sementes basicas e certificadas/fiscalizadas respectivamente, fazem parte de uma proposta do
Comité de Patologia de Sementes da Associagdo Brasileira de Tecnologia de Sementes, a ser
submetida ao Ministério da Agricultura e Reforma Agraria, em apoio aos atudis Programas de
Sementes no pais (Machado, comunicagdo pessoal).

Algumas alternativas viaveis para controle de B. theobromae em sementes de algodoeiro,
foram também evidenciadas neste estudo. Na regido Norte do Estado de Minas Gerais, observa-se

que ha condigdes climaticas favoraveis para produgdo de sementes com menores niveis de
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incid: cia deste patogeno. Por outro lado, o armazenamento de sementes de algodoeiro, pelo
meno" por 6 meses, em ambiente com temperatura média de 20 + 2°C e umidade relativa média
de 7¢ t 5%, pode reduzir acentuadamente o nivel de ocorréncia de B. theobromae e em
conseq. éncia aumentar as chances para um maior percentual de germinagdo das sementes
(capitulo 3). Ainda, o tratamento fungicida de sementes, utilizando-se produtos a base de
carbendazim ou benomil, pode controlar os efeitos do patdégeno sobre a germinag@o das sementes
(capitulo 7). A adogdo da pratica de erradicagdo de soqueira, em 4reas de cultivo de algodoeiro,
poderia também ser uma alternativa importante de controle, permitindo a redugdo do indculo
primario do patdgeno, nestas areas (capitulo 6).

Finalmente, a susceptibilidade dos genotipos de algodoeiro atualmente cultivados no
Estado de Minas Gerais, IAC-20 e Redengdo, além de outros, a infec¢do por B. theobromae
(capitulo 4) e  existéncia de genotipos resistentes (Cauquil e Follin, 1970) sugerem que
Botryodiplodia theoc -omae é um patogeno que poderia também ser incluido em programas de
melhoramento visando 1 ‘sténcia a doengas. Neste sentido, torna-se entretanto necessario um
estudo detalhado sobre 0 g e a natureza da variabilidade do referido patogeno, uma vez‘ que
este conhecimento € essencia mo alicerce de qualquer programa de melhoramento visando
resi. téncia a doengas.

Com base portanto nos resui.ados deste estudo vé-se que B. theobromae ¢ importante ao
algodoeiro, merecendo por parte dos Programas de Sementes um tratamento cauteloso, sendo
porém, passivel de controle satisfatorio através da aplicagdo de algumas medidas que, de maneira

geral, devem fazer parte do controle integrado de doengas na cultura em aprego.
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