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RESUMO: O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador da doenca conhecida como
“mofo branco”, tem afetado regides produtoras de soja. Dessa forma, tem sido de
grande interesse a busca da pratica cultural correta para o combate ao fitopatogeno.
A utilizagao de herbicidas tornou-se uma pratica indispensavel, bem como os estudos
acerca dos seus efeitos fungitoxicos. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar
a acdo de dois herbicidas, 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia e 1,1-dimetil-4,4-
bipiridina-dicloreto, no crescimento micelial do fungo §. sclerotiorum. A partir de
uma estirpe isolada do esclerddio do fungo, 25 discos de micélios foram inoculados
em placas com meio BDA, acrescidos dos herbicidas separados ou em conjuntos
(nas concentracoes de 5, 50 e 500 ug mL?). Pelas medicoes realizadas apds quatro
dias, observou-se que as baixas concentragoes de herbicidas nao obtiveram efeito no
desenvolvimento fingico. O mesmo ocorreu com as concentracoes intermedidrias.
Os tratamentos com 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto na concentracio de
500 ug mL' (R* = 0,9915) e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia+ 1,1’-dimetil-
4,4’-bipiridina-dicloreto 500 wg mL' (R* = 1) obtiveram efeito inibitorio do
desenvolvimento micelial do fitopat6geno.
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disease, has contaminated several regions with soybean plantations. Correct
cultural practice for the control of the phytopathogen is of great interest. The
herbicides and studies on their fungitoxic effects are indispensable. Current paper
evaluates the effect of two herbicides, 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea
and 1,1’-dimethyl-4,4"-bipiridin-dichlorate on the mycelia growth of the fungus S.
sclerotiorum. Twenty-five mycelia discs from an isolated scleroid of the fungus were
inoculated in BDA plates with herbicides separated or in sets (at concentrations
5, 50 and 500 pug mL"). Measurements after four days showed that low herbicide
concentrations were not affective on fungus development. Similar results occurred in
intermediate concentrations. Treatments with 1,1’-dimethyl-4,4"-bipiridin-dichlorate
at a concentration of 500 ug mL' (R* = 0.9915) and 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethyurea+ 1,1’-dimethyl-4,4"-bipiridin-dichlorateo 500 ug mL* (R* = 1) had an
inhibitory effect on the phytopathogen s mycelia development.

KEY WORDS: White Mould; Diuron; Paraquat.

INTRODUCAO

Considerado como um dos mais importantes fitopatogenos no mundo, o
fungo Sclerotinia sclerotiorum (LIB.) de Bary tem afetado de forma agressiva as
regioes produtoras de soja, o que no Brasil, segundo o Ministério da Agricultura
(2009), representa 40% de perdas. Nos cerrados brasileiros, a disseminacao e
severidade desta doenca, conhecida como mofo branco, vem aumentando nos
ultimos anos (LEITE, 2005) e além da soja, inimeras espécies de plantas sio
hospedeiras de S. sclerotiorum (MELLO; LOURENCO; AMORIM, 2005).

Os fitopatogenos habitantes do solo passam a maior parte de seu ciclo de
vida neste substrato, infectando raizes ou caules, e seus estigios de disseminacio e
sobrevivencia sio totalmente dependentes do extrato, embora alguns deles possam
também produzir esporos que sio disseminados pelo ar ou dgua, resultando na
disseminacio em grandes dreas, sendo esta a razdo de perdas na produgio de
diversas culturas, no territério nacional (MICHEREFF; BARROS, 2001).

Pesquisadores e produtores, principalmente em culturas de soja e feijao
do pais, tém se interessado cada vez mais em encontrar a pritica cultural correta
para combater o mofo branco (LOBO JUNIOR; ABREU, 2000). Convencionalmente
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tem-se utilizado métodos que levam em conta seu controle, cultura e a resisténcia
de plantas a doenga (BARDIN; HUANG, 2001). Como agravante, tem-se a formacio
de estruturas de resisténcia, denominadas esclerddios, as quais permitem a
sobrevivéncia do fitopatégeno por varios anos no solo (COSTA; COSTA, 2000).

Os sintomas primdrios da doenga sio lesdes que demonstram aspecto
encharcado, seguidas pelo desenvolvimento micelial do fungo. Ap6s alguns dias
podem surgir os esclerddios. As sementes (no caso do feijao, girassol e soja), mesmo
aquelas com aspecto sadio, também podem estar carregadas por esporos do fungo.
Na soja, a doenga acomete o terco médio da planta, atingindo logo a haste principal,
folhas e vagens (OLIVEIRA et al., 1999).

A pratica mais utilizada é o controle quimico do patégeno com fungicidas,
porém, o custo € alto e as chances de obter eficicia sao limitadas. Estd disponivel
no mercado uma grande variedade de fungicidas para o controle do mofo branco,
sendo que também sio encontrados na literatura relatos de casos onde herbicidas
obtém efeito inibitorio da doenca (MORNADI; POMELLA; SANTOS, 2007).

A partir da década de 1950, o atual modelo de produgio agricola, intitulado
entdo “revolucio verde”, teve grande desenvolvimento. A demanda pela producio
de alimentos desde aquele momento aumentou amplamente, intensificando a
necessidade do uso de produtos fitossanitdrios. Portanto, a utilizagio de herbicidas
tornou-se uma pratica indispensivel para controle das plantas daninhas, que
também sio uma grande causa de perdas na produgio agricola (MACEDO; GROTH;
SOAVE, 1999). Assim, aplicar herbicidas em pré-semeadura conhecida também como
dessecacio de manejo ¢ comum no plantio direto da soja.

Entre os herbicidas mais utilizados destacam-se o Glifosato e a mistura
comercial  1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto ~ +  3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia (PROCOPIO et al., 2006). O 1,1-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto
trata-se de um defensivo de contato que, pela grande eficicia e baixo custo, é
utilizado em larga escala na agricultura, permitindo a destruicio de gramineas
(SERRA; DOMINGOS; PRATA, 2003). Pertencente ao grupo das uréias substituidas,
0 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia, destroi o fotossistema I e consequentemente
interrompe a fotossintese, é absorvido predominantemente pelas raizes, porém em
solos arenosos pode ser lixiviado rapidamente (RIZZARDI; VARGAS; ROMAN, 2004).
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Pesquisas confirmaram o efeito toxico dos herbicidas sobre fitopatégenos
(DANN; DIERS; HAMMERSCHMIDT, 1999), ressaltando a escassez de trabalhos que
avaliem a compatibilidade de herbicidas com doencas fiingicas.

A severidade do mofo branco na soja estd associada a diversos fatores,
e recentemente descobriu-se que os tratamentos quimicos podem afetar a
suscetibilidade da planta 2 doenca (LEE; PENNER; HAMMERSCHMIDT, 2000). O
presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito in vitro de 3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetilureia e 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto, separadamente e em
conjunto, no desenvolvimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no estudo 15 esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum,
cedidos pela Estacio de Pesquisas Agrondmicas Plantec Laboratorios, situada no
municipio de Iracemdpolis — SP e levados para o laboratdrio de Boténica e Andlises
Ambientais do Centro Universitirio Herminio Ometto — Uniararas, onde foram
utilizados na avaliacio da acdo dos herbicidas Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia) e Paraquat (1,1’-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto) no desenvolvimento
do fitopatdgeno.

Os esclerddios de S. sclerotiorum foram coletados em solo pertencente
a Plantec Laboratérios, no qual havia sido previamente instalada cultura de soja
infestada pelo fitopatogeno. Posteriormente, os indculos fingicos foram transferidos
segundo técnica descrita por Rodrigues et al. (2007), para 15 placas de Petri contendo
meio BDA (Batata-dextrose-dgar), sendo estes incubados no escuro, a 25°C. Apos
isolamento do mofo branco, as placas permaneceram sete dias em incubacio, sendo
em seguida, as placas matrizes, conservadas a 30°C.

Para o delineamento experimental, foram utilizados quatro blocos, formados
por quatro placas de Petri de 15 cm de didmetro, nas quais foram inoculados 25
discos do fungo isolado por placa, para a comparagio dos efeitos dos herbicidas
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia e 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto separada
e conjuntamente nas concentracoes 5, 50 e 500 ug mL". As diferentes concentragoes
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dos herbicidas foram obtidas pela dilui¢io dos produtos comerciais em dgua
partindo-se de solugoes estoque de 1000 ug mL’ e incorporando-as a0 meio de
cultura BDA estéril. O grupo controle constou de placas apenas contendo o meio
BDA.

Apos a distribuicio do meio de cultura contendo as concentragcoes
desejadas dos herbicidas em placas de Petri, foram transferidos para as placas 25
discos (3,5 mm de didmetro) de micélio extraido das placas matrizes. As placas
inoculadas foram mantidas até o dia da avaliacio em Incubadora B.O.D. (Modelo
MA 403) sob fotoperiodo de 12 horas, a 25°C e intensidade luminosa 160 wmol
m?2 s”. Foram realizadas medigoes didrias do diametro das colonias (média de duas
medidas diametralmente opostas) que prosseguiram até o quarto dia da instalacio
do experimento (CASALE; HART, 1986).

Os dados obtidos em funcio das medicoes dos didmetros do disco de
micélio do fungo foram utilizados para a andlise de varidncia e regressdo linear.
O teste de Liliefors foi realizado previamente para inferéncia da normalidade dos
residuos da ANOVA. Como essa pressuposicio foi atendida para a varidvel analisada,
foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a 1% de
significancia, com o auxilio do aplicativo BioEstat 5.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A andlise dos resultados demonstra a progressao do crescimento micelial do
fungo durante os quatro dias em que o experimento esteve instalado (Fig. 1-3 e Tab.
1). Tal velocidade de desenvolvimento mostra-se mais lenta do que o crescimento
obtido por Malagi et al. (2009), os quais ap6s nove dias de incubacio a 24+2°C e
sob regime de luz continuo, observaram que o crescimento do patogeno teve inicio
ja no primeiro dia de incubacdo, atingindo o miximo desenvolvimento (borda da
placa) préximo ao terceiro dia. Tais resultados quanto ao desenvolvimento micelial,
provavelmente estio relacionados com o fotoperiodo empregado no delineamento
experimental. Essas diferencas podem ser atribuidas a interacio do fungo com
o regime de luminosidade, pois em isolados de Sclerotium rolfsii Sacc. houve
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maior formagao de esclerddios sob luz continua e nimero diminuido sob escuro
continuo, mostrando que a luminosidade continuada é mais apropriada para o
desenvolvimento do fungo (SERRA; SILVA, 2005).

Tabela 1. Média do didmetro do micélio de Sclerotinia sclerotiorum, ap6s inoculado e
desenvolvimento em meio de cultura BDA, contendo diferentes concentragoes (5, 50 e 500
ug mL') de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia (1) e 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto
(2). CV (%) = Coeficiente de Variacio.

Tratamentos (ug mL™) Diametro do Micélio (mm)'

Controle 3535¢

15 33,20 f

(1) 50 14,71b

(1) 500 19,96 ¢

)5 35,28 g

(2) 50 2892¢e

(2) 500 06,80 a

1Ms5+@2)5 36,00 g

(1) 50 + (2) 50 2349d

(1) 500 + (2) 500 06,89 a
CV(%) 0,06

'Médias seguidas de letras iguais nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de significincia (p < 0,01).

Em relacdo a varidvel didmetro do micélio (Tab. 1) os tratamentos que
demonstraram melhor resultado foram os acrescidos de 1,1’-dimetil-4,4-bipiridina-
dicloreto na concentracio de 500 ug mL"e o acrescido de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia + 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto também na concentracio de
500 g mL™.

Os tratamentos que nao demonstraram inibi¢do do crescimento, além do
controle, foram os acrescidos de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia na concentracio
de 5 ug mL* 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto 5 ug mL'e 3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetilureia+ 1,1’-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto também na concentragao
de 5 ug mL'. Resultados intermedidrios foram obtidos pelos tratamentos com
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia nas concentragoes de 50 e 500 ug mL™.
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As Figuras de 1-3 demonstram o crescimento do diametro do micélio
nos tratamentos com concentracio de 5, 50 e 500 ug mL" de 3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetilureia, 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia + 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto durante os dias em que o
experimento esteve instalado. As figuras mostram resultados semelhantes ao teste
estatistico de médias da Tabela 1.

Na Figura 1, observa-se medida diametral semelhante para todos os
tratamentos, indicando que a concentra¢o utilizada nio exerce influéncia sobre o
desenvolvimento de S. sclerotiorum.

45

35 A
30 -
25 -
20
15
10 A

Didmetrodomicélio{mm)

[+} T 1

1 2 3 4 Dias
ssupss 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilu reia y=9,8x-2,5 R!=0,9643
== 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto y=11x-2,5 R!=0,3308

—tr— 3-{3,4-diclorofenil)}-1,1-dimetilureia + 1,1°-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto y=12,6x-4,5 R? = 0,0047

Figura 1. Crescimento diametral de Sclerotinia scleotiorum em meios BDA, acrescidos de herbicidas
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia, 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia
+ 1,1-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto, na concentragao de 5 ug mL™.

Efeito similar foi observado quando avaliado o crescimento micelial de
S. sclerotiorum na presenca, entre outros, do herbicida Metribuzin em baixas
concentracoes (de 1a 50 ug mL") e de Benazolin (concentracio de 5 e 25 ug mL™),
pelos quais nio houve alteragao do crescimento micelial do patogeno (CERKAUSKAS;
VERMA; MCKENZIE, 1986). O herbicida Metribuzin tem a mesma forma de agao do
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia (inibi¢ao do fotossistema II). Tal resultado pode
estar relacionado a a¢io ambigua dos herbicidas. Produtos como a Atrazina, que é
um composto do grupo das triazinas e tem mesma acio que as uréias, em baixas
concentragoes, podem estimular crescimento e catabolismo de glicose dos fungos
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(CASALE; HART, 1980).

AFigura 2 demonstra o crescimento nos tratamentos com concentracao de 50
ug.mL. Verifica-se que o tratamento com 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia obteve
menor crescimento diametral em relacio aos demais tratamentos. O tratamento
com 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto obteve maior crescimento micelogénico, e
o tratamento de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia + 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-
dicloreto apresentou valores intermedidrios do crescimento diametral.

A0
£ 35
E
2 7
RS
£
o 20
-
o 15 1
o
E 104
m
O 54
A
0 T T T 1
1 2 3 4 Dias
= s dpas 32 Adiclorofenil)-1,1-dimetilu reiz ¥y=4x-1,5 R = 0,9877

- m- 1,1 dimelil-4, 4" bighidina-didor ele ¥=9,94x-4,8 Ri=1
iy 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia + 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto ¥=74x-3,5 R* = 0,9849

Figura 2. Crescimento diametral de Sclerotinia scleotiorum em meios BDA, acrescidos dos herbicidas
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia, 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia
+ 1,1’-dimetil-4,4-bipiridina-dicloreto, na concentragio de 50 ug.mL™.

Efeito andlogo foi observado quanto ao desenvolvimento de Sclerotinia
sclerotiorum na concentragao de 50 ug.mL" de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia,
que reduziu o crescimento micelogénico em 24% comparado a testemunha, sendo
mais significativo se comparado as outras triazinas testadas (CASALE; HART, 1980);
além disso, um efeito inibitorio do herbicida Linuron (pertencente ao grupo das
uréias), também foi observado na avaliacio do desenvolvimento carpogénico de S.
sclerotiorum (HUANG; BLACKSHAW, 1995).

Quanto ao uso do 1,1’-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto, grios tratados
com este composto resultaram em maior porcentagem de infecio por Fusarium
subglutinans provavelmente pelo aumento da umidade causado pelo composto
(MAGALHAES; DURAES; KARAM, 2002).
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Na Figura 3 observa-se o crescimento diametral nos tratamentos com
concentracio de 500 ug mL'. Nota-se que o uso de 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia obteve maior desenvolvimento diametral ao término do experimento,
em relacio aos demais tratamentos. Os tratamentos com 1,1’-dimetil-4,4-bipiridina-
dicloreto e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia + 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-
dicloreto apresentaram crescimentos semelhantes.

30 q
25 4

20 +

10 1

Diametrodomicélio (mm)
-

1 2 3 a Dias

=« - 3-(3,4-diclorofenil}-1,1-dimetilureia y=7x-0,5 RZ = 0,9959
- = 1,1"-dimetil-4,4"bipiridina-dicloreto y=1,94x-3,45 R?=0,9915
——de— 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia + 1,1’-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto y=2x-3 R:=1

Figura 3. Crescimento diametral de Sclerotinia scleotiorum em meios BDA, acrescidos dos herbicidas
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia, 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto e 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilureia+ 1,1’-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto, na concentracio de 500 ug.mL™.

O desenvolvimento de S. slcerotiorum na presenca de alta concentracio de
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia pode estar ligado a propriedade dos fungos em
geral de descontaminar dreas afetadas por grandes cargas de produtos fitossanitdrios.
Mediante processo de biorremediacdo, alguns grupos de fungos tém capacidade
de utilizar a lignina como fonte de subsisténcia, presume-se, portanto, que estes
também usam as formas dos principios ativos dos produtos fitossanitirios como
fonte, uma vez que se assemelham em alguns casos quanto a composicio da lignina.

Efeitos inibitorios obtidos no tratamento com 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-
dicloreto foram observados por Ghannoum et al. (1989) e por Islam et al. (2008),
onde nao foi verificado crescimento do fungo Trichoderma spp. na presenca das
doses recomendadas para aplicacao em campo. Entretanto, a toxidez dos produtos
fitossanitdrios sobre os fungos ¢ dificil de ser entendida pelo fato de encontrar-se
na literatura os mais variados resultados. Acredita-se que os herbicidas podem estar
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inibindo alguma via metabdlica do fungo, causando o acimulo de algum produto,
como por exemplo, algum dcido organico. Rodriguez-Kabana et al. (1967; 1969;
1970) mostraram que os herbicidas podem aumentar a producio desses dcidos
quando usados no fungo Sclerotium rolfsii.

Todos estes correlatos mostram que a quantidade de herbicida empregado é
de suma importincia no desenvolvimento fingico, aspecto sugerido anteriormente
por Macedo etal. (19906) que ressalta que o efeito das doses de herbicidas empregados
em seu estudo foram significativos para todos os fungos presentes em sementes.

Vale ressaltar que como foram utilizados produtos comerciais neste trabalho,
torna-se dificil determinar a real atividade inibitoria encontrada para 1,1’-dimetil-
4,4'-bipiridina-dicloreto, como em estudos em casa de vegetacao, em que a utilizacao
de Glifosato de amplo aspecto de acio, apresentou resultados duvidosos que
dificultaram a confirmacio do efeito inibitorio sobre a ferrugem da soja (SOARES
et al., 2008). Contudo, os resultados obtidos neste trabalho sugerem fortemente a
eficicia de 1,1’-dimetil-4,4 -bipiridina-dicloreto na inibicio do desenvolvimento de
Sclerotinia scleotiorum.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O herbicida 1,1’-dimetil-4,4"-bipiridina-dicloreto, na concentracio de 500
ug mL*, apresentou efeito inibitdrio no desenvolvimento do fungo S. sclerotiorum.
Os efeitos obtidos com o 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia nio se revelaram
estatisticamente significativos para o desenvolvimento micelial do fungo em
nenhuma das concentragoes utilizadas.
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