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AMIGAVEIS PARA O MANEJO DE MOFO BRANCO EM ZINIA
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1 INTRODUCAO

O ramo da floricultura no Brasil nas ultimas décadas esta em forte ascensdo, estima-se
que a cada um hectare esse setor empregue até oito pessoas. Entre as plantas ornamentais de
corte, destaca-se a zinia (Zinia elegans Jacq.), entretanto, doengas como o mofo branco causa-
do pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum provocam perdas na producdo dessas flores (SCHO-
ENMAKER, 2018).

Considerada de suporte fitossanitario insuficiente, ndo existem fungicidas registrados
para o controle de mofo branco em zinia. Assim, o controle bioldgico e alternativo, entre eles
o uso de Bacillus amyloliquefaciens e propolis, sdo ferramentas em potencial para o manejo

dessa doenga.

2 OBJETIVOS
Investigar a reducao da incidéncia e potencial de controle de mofo branco em zinia, a
partir de sementes inoculadas com S. sclerotiorum e tratadas com Bacillus amyloliquefaciens e

extrato etanolico de propolis.

3 METODOLOGIA
O trabalho foi conduzido nos Laboratdrios de Fitopatologia e de Microscopia da UFFS-
Campus Erechim/RS. O isolado de Sclerotinia sclerotiorum foi obtido de esclerodios coletados

em plantas de alface (Lactuca sativa L.), hospedeiro botanico da familia Asteraceae. Em placas
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de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), os esclerédios do fungo foram

cultivados, apds assepsia prévia, tendo em vista a obtengdo de cultura pura. A identidade do
isolado foi confirmada por meio de sequenciamento das regides ITS1 e ITS 4 do rDNA.

Foi realizada a coleta de propolis de abelhas da espécie Apis melifera para o preparo do
extrato etandlico de propolis marrom (EEP) na cidade de Gaurama/RS. Diante disso, com a
classificagdo e selecdo da propolis, a mesma foi diluida em &lcool de cereais (70 °GL) na
proporcao de 7:3 (volume:massa).

Para a avaliacdo do crescimento micelial, o isolado de S. sclerotiorum foi exposto aos
tratamentos: T1) Bacillus amyloliquefaciens (SIMBI BS 10; CCT 7600; 5x10° UFC mL'; 0,03 g
i.a. mLY); T2) Bacillus amyloliquefaciens (0,045 g i.a. mL-' ); T3) Bacillus amyloliquefaciens
(0,06 g ia. mL!' ); T4) Bacillus amyloliquefaciens (0,075 g i.a. mL! ); T5) Bacillus
amyloliquefaciens (0,09 g i.a. mL!); para os tratamentos com o extrato etanolico de propolis
foi realizada dilui¢des no meio BDA: T6) EEP (1,25%); T7) EEP (2,5%); T8) EEP (5%); T9)
EEP (10%); T10) EEP (15%); T11) Alcool de cereais 70%; e T12) Testemunha (apenas BDA).

O crescimento micelial dos isolados foi mensurado com uma régua graduada (mm), por
meio de duas medidas em eixos ortogonais, a cada 24 horas, até que na testemunha o patégeno
atingisse as bordas da placa. A taxa de inibi¢do do crescimento micelial (ICM, %) foi calculada
por: ICM = [(crescimento na testemunha - crescimento no tratamento Y)/crescimento na
testemunha] x 100.

Para os testes com a inoculagdo do patdogeno em sementes, foi utilizado o restritor hidrico
manitol (CsH1406) (COUTINHO et al., 2001; TORTELLI et al., 2020), em potencial hidrico de -
0,6 Mpa. As sementes de zinia foram distribuidas e levemente prensadas sobre o meio BDA +
manitol, em camada unica incubadas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, permanecendo sobre
0 meio em contato direto com o S. sclerotiorum com diferentes tempos de inoculagao (3,6, 9, 12,
15 e 18 horas), a medida que as sementes foram sendo removidas foram deixadas secar em papel
toalha em temperatura ambiente (CRUCIOL; COSTA, 2017). Por meio de teste de germinagao,
com 200 sementes, distribuidas em papel germitest, incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas
(BRASIL, 2009), contabilizou-se ao quinto ¢ décimo dia de incubagdo as plantulas normais
obtidas a partir das sementes inoculadas com o patdégeno. Com este teste inicial foi possivel
estabelecer que o melhor tempo de exposi¢dao das sementes de zinia a Sclerotinia sclerotiorum
foi de 3 horas, garantindo o percentual de germinagdo (maior ou igual a 80%) e vigor das
sementes.

Apbs estabelecido o tempo de exposi¢do ao indculo do patdogeno as sementes foram
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submetidas aos tratamentos: do T1 até o TS5 com Bacillus amyloliquefaciens (SIMBI BS 10;

CCT 7600) nas dosagens respectivamente (1; 1,5; 2; 2,5; 3 mL kg! sementes), T6 até o T10 com
extrato etandlico de propolis ambos nas mesmas dosagens citadas anteriormente; T11) Controle
alcool de cereais (2,0 mL); T12) Testemunha negativa (sementes sem indculo em meio BDA +
manitol); e T13) Testemunha positiva (sementes com indculo em meio BDA + manitol).

Realizou-se o teste de germinacdo para cada tratamento, conforme metodologia citada
anteriormente, e o teste de incidéncia de Sclerotinia sclerotiorium, no qual quatro repeticdes de
50 sementes, totalizando 200 sementes foram distribuidas em gerbox pelo método “blotter test”,
incubadas 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias. Apds analisadas com o auxilio de
microscopio estereoscopico e Otico, foi determinada a incidéncia (%) de S. sclerotiorum
(BRASIL, 2009).

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes por tratamento. Sendo os resultados analisados pelo teste Kruskal-Wallis (nao-
paramétrico) para o ICM e comparagcdo de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05) para a
germinagdo e incidéncia. As analises foram realizadas utilizando o pacote agricolae do programa

RStudio (R CORE TEAM, 2019).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato etandlico de propolis em todas as dosagens testadas (T6 a T10) inibiu o

crescimento micelial do isolado de Sclerotinia sclerotiorum, apresentando efeito significativo

(Tabela 1).

Tabela 1. Inibicao do crescimento de isolado de Sclerotinia sclerotiorium apds diferentes tempos
de exposi¢do (horas) e submetidos a doses de Bacillus amyloliquefaciens (T1 a T5); EEP (T6 a
T10); alcool de cereais (T11); e testemunha (apenas BDA; T12).

Tratamentos 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
T1 0,0 a* 75,9 a 78,4 cd 58,9 cd 38,3 ef
T2 0,0 a 62,2 a 78,1 cd 64,5 bed 61,8 ¢
T3 0,0a 74,9 a 86,1 bc 85,8b 84,2d
T4 0,0 a 75,9 a 89,3b 85,2 be 86,2 cd
T5 0,0a 75,9 a 90,9 b 86,2 b 89.4 ¢
T6 0,0 a 75,9 a 92,8 a 93,5a 94,4 b
T7 0,0a 75,9 a 92,8 a 93,5a 94,4 a
T8 0,0a 759 a 92,8 a 935a 94,4 a
T9 0,0 a 75,9 a 92,8 a 93,5a 94,4 a
T10 0,0 a 75,9 a 92,8 a 93,5a 94,4 a

T11 0,0 a 75,9 a 92,8 a 93,5a 94,4 a

T12 0,0 a 0,0b 0,0d 0,0d 0,0 f
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* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Constatou-se que em todos os tempos de exposicdao (horas) o EEP teve potencial de

inibicao, sendo que as 48 horas, esses tratamentos obtiveram percentuais de ICM acima de 90.
Em contrapartida, no tratamento com Bacillus amyloliquefaciens (T1 a T5) maior inibi¢dao do
crescimento do patdgeno foi obtida nos tratamentos T4 e T5.

Com relacdo a germinagdo, os tratamentos que foram  significativo: T4 (Bacillus
amyloliquefaciens, 2,5 mL kg sementes), T6 e T7 (EEP, 1 ¢ 1,5 mL kg'! sementes). As menores
doses do EEP j& foram suficientes para controlar o patdgeno e assegurar a germinagao,
entretanto, o tratamento com alcool de cereais (T11) prejudicou completamente a germinacao
(Tabela 2). Cabe destacar que tanto Bacillus amyloliquefaciens, quanto o EEP ndo conseguiram
garantir um percentual de germinagdo acima de 35%, demonstrando a necessidade de mais

avaliagOes para verificar a eficacia desses tratamentos in vivo.

Tabela 2. Germinacao (%) de sementes de zinia e incidéncia (%) de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes inoculadas e posteriormente tratadas com doses de Bacillus amyloliquefaciens (T1 a
TS5) e extrato etanolico de prdopolis marrom (EEP, T6 a T10); alcool de cereais (T11);
Testemunha negativa (T12, sementes sem inéculo em meio BDA + manitol); e Testemunha

positiva (T13, sementes com in6culo em meio BDA + manitol).

Tratamentos Germinagao . Incidéncia
0
Tl 31,7 bed” 80,0 b
T2 28,0 cd 76,0 b
T3 27,5d 71,0 be
T4 34,2 ab 57.0d
15 30,0 bed 405 ¢
T6 33,5 abc 75,0 b
T7 33,5 abc 60,5 cd
T8 32,0 abed 49,0 de
9 32,2 abed 40,0 e
T10 31,7 bed 225 f
T11 0,0f 100,0 a
T12 375a 0,0¢g
T13 16,5¢ 100,0 a
C.V. (%) 7.9 8.8

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O tratamento que promoveu menor incidéncia de Sclerotinia sclerotiorium foi o T10 (EEP,

3 mL kg'! sementes), similarmente ao que Vieira et al. (2011), constataram frente a reducdo dos
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fungos Altenaria, Aspergillus, Cladosporium e Colletotrichum. Porém, os tratamentos TS5, TS e

T9 reduziram mais de 50% a incidéncia do patdgeno nas sementes (Tabela 2).

5 CONCLUSAO

A maior inibi¢do do crescimento do patdégeno por Bacillus amyloliquefaciens, as 96 horas

de exposic¢do ao antagonista, é garantida pelas doses 0,09 € 0,075 gi.a. mL".

Em 48 horas de exposicdo o extrato etandlico de propolis marrom (EEP) assegura

inibicdo maior que 90% no crescimento de Sclerotinia sclerotiorum, mesmo na menor dose

testada (1,25%).

Bacillus amyloliquefaciens € o EEP nao incrementam a germinagdo de sementes de zinia

inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum.

O EEP e Bacillus amyloliquefaciens, na dose 3 mL kg! sementes, reduzem a incidéncia
de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de zinia em 77,5% e 59,5%, respectivamente, ¢
apresentam potencial para uso em estudos futuros.
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