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RESUMO

Para a realizacdo de estudos envolvendo S. sclerotiorum, é necessaria a obtengédo de
indculo. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar meios de cultura vegetal
na presenca e auséncia de fuba, quanto ao seu rendimento e producdo de esclerddios. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas-LAMIP da
Universidade Federal de Uberlandia-MG. O delineamento utilizado foi de blocos casualizados
em esquema fatorial de 11 (meios) x 2 (fubd) e quatro repeticdes. Os meios avaliados no
experimento foram: Cenoura (Daus carota L.); Tomate (Lycopersicon esculentum L.);
Abdobora (Curcubita pepo L.); Repolho (Brassica oleracea variedade capitata); Soja (Glycine
max); Feijdo (Phaseolus vulgaris L.); Girassol (Helianthus annuus); Batata (Solanim
tuberosum L.); Batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.); Vagem (Phaseolus vulgaris); e
Couve-flor (Brassica oleracea variedade botrytis), complementados ou ndo com fuba. Os
frascos de Erlenmeyer de 500 ml contendo os meios foram autoclavados a 120°C por 20
minutos. Os meios foram inoculados com cinco discos de micélio de 6 mm de didametro com 7
dias de idade. Decorrida a inoculacédo os frascos foram incubados a temperatura de 22 a 25°C
com fotoperiodo de 12 horas durante 32 dias consecutivos de acordo com Ferraz; Café Filho
(1998), para a colonizacdo dos meios. Apos este periodo, os esclerédios foram separados do
meio original através de lavagem sobre peneiras de 2 mm de didmetro, secos em papel toalha
em temperatura ambiente e posteriormente pesados e contabilizados. O rendimento foi
calculado com base na férmula proposta por Juliatti, F.C. (1985). Rendimento (%) = Peso
Total de Esclerddios Beneficiados (gramas) x 100 /Peso do Meio (gramas). O maior
rendimento de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum foi obtido no meio “feijdo”,
complementado com fuba. O melhor meio para producdo de esclerédios foi “girassol”,
enriquecido com fuba. Segundo Fernandes et al. (1993) e Ferraz; Café Filho (1998), meios

complementados com fuba favorece a formagao de esclerddios.
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1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) é causador da podriddao branca em diversas
plantas dicotiledéneas de importancia econdémica. Dentre as plantas hospedeiras, destacam-se
o feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e a soja (Glycine max (L.) Merr.) (BALARDIN, 1992;
ECHANDI, 1976; FERREIRA et al.,1979; VIEIRA, 1988). Sclerotinia sclerotiorum é um
patdgeno que causa danos em muitas plantas de interesse econémico, sendo que Boland e Hall
(1994) relacionaram 408 espécies como hospedeiras do patdgeno. Este patdgeno esta
disseminado por muitos paises de todos os continentes (PURDY, 1979; LUMSDEN, 1979), e
seus danos manifestam-se com maior severidade em areas com clima Umido, associado a alta
umidade relativa. No Brasil, perdas na producdo de diversas culturas causadas por S.
sclerotiorum vém chamando a atencdo de produtores e pesquisadores, como em lavouras de
feijao e soja, irrigadas por pivé central em diversas regides do pais.

Este fitopatogéno que sobrevive por longos periodos no solo e afetam principalmente
as raizes e as hastes das plantas das espécies cultivadas, porém, as partes mais altas das
plantas podem eventualmente ser afetadas. A sua sobrevivéncia no solo se da através de
estruturas de resisténcia conhecidas como esclerécio ou esclerodio. Esse por sua vez é
formado por uma massa compactada e melanizada de micélio e, ap0s a sua germinagao, €
geralmente o responsavel inicial pela infec¢do da planta cultivada. Os esclerddios sobrevivem
no solo de 6 a 8 anos, podendo germinar formando micélio ou apotécios (germinacao
carpogeénica). Nesse caso o fungo S. sclerotiorum produz esclerddio irregular preto (VIEIRA,
1988). Este organismo é um patdgeno polifago, ou seja, ndo apresenta uma especificidade
quanto ao organismo que o coloniza, além de apresentar uma alta agressividade podendo
causar perdas significativas em culturas economicamente importantes, representando grande
perigo nas areas sob pivd central. O fungo S. sclerotiorum causa enfermidade conhecida como
mofo branco ou podridao de esclerotinia.

Os esclerodios sdo muito importantes no ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum,
seja na germinacdo miceliogénica ou na carpogéncia. Na miceliogénica o esclerodio germina
e produz miceélio que penetra diretamente nos tecidos da base da planta, enquanto que na
carpogénica ocorre a formacdo de apotécios onde sdo formados os ascOsporos, que Sao
responsaveis pela infeccdo de varias plantas principalmente na época da floracao.

O cultivo in vitro deste fungo é de grande importancia para a sua utilizacdo em
trabalhos que exijam inoculo puro e em quantidade pré-determinada. Para isto € necessario

estabelecer as condi¢Oes de cultivo que permitam o bom desenvolvimento deste organismo.



Dentre estas condicGes estdo o meio de cultura, a temperatura e a luminosidade (NWUFO;
FAJOLA, 1986). S. sclerotiorum desenvolvem-se bem em BDA (Batata, Dextrose, Agar).
Todavia, informacdes basicas sobre o crescimento e producao de esclerdcios em outros meios
de cultura sdo importantes, pois criam mais opc¢des para o cultivo deste fitopatbgeno em
particular. Em face da importancia do patdgeno sdo necessarios estudos envolvendo a
epidemiologia da doenca e formas de controle, isto dispde da necessidade de indculo.

Vaérios fatores influenciam a germinacdo dos esclerddios desse fungo, tais como: 0s
nutrientes do substrato no qual o esclerodio é formado, a idade dos esclerddios, os fatores
ambientais como umidade, temperatura, luz, pH do solo, aeracédo e a profundidade na qual o
esclerddio se encontra no solo (WILLETS; WONG 1980, PHILLIPS 1987).

Para realizagdo de estudos envolvendo Sclerotinia sclerotiorum é necessaria a
obtencdo de indculo puro e de qualidade. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
avaliar os diferentes meios de cultura vegetal: (Cenoura, Tomate, Abdbora, Repolho, Soja,
Feijao, Girassol, Batata, Batata-doce, Vagem e Couve-flor complementada ou ndo com fuba),
na formacao de esclerédios, visando a quantificacdo (nimero de esclerddios) e o rendimento

final (producéo).



2 REVISAO DE LITERATURA

Para a avaliacdo do rendimento de diferentes meios Fernandes et al. (1993), estudaram
meios a base de vegetais, como: cenoura, mandioquinha-salsa, repolho, alface, vagem de
feijdo e BD (batata-dextrose) misturados ou ndo com fuba de milho. Estes autores observaram
gue os melhores meios foram aqueles compostos de repolho e cenoura. Todos 0s meios
contendo fub& promoveram maior producdo de esclerddios que 0s seus correspondentes sem
fuba.

Patterson e Grogan (1989) também testaram a germinacdo miceliogénica de
esclerodios produzidos em diferentes meios de cultura. Eles obtiveram alta germinacdo de
esclerddios quando estes foram produzidos em meios contendo batata ou cenoura e, pequena
ou nenhuma germinacdo, quando produzidos em meio contendo aveia, sorgo ou meio de agar.

Meios de cultura a base de aveia, sorgo, feijao, cenoura, batata, cenoura + batata, com
adicdo ou nao de fubd, foram estudados por Ferraz e Café Filho (1998) para producdo de
esclerddios e posterior formacdo de apotécios de S. sclerotiorum. Esses autores concluiram
que nem todos os meios que favoreceram a formacdo de esclerddios foram bons para
producdo de apotécios. Esclerodios produzidos em meios ricos em carboidratos
desfavoreceram a formacéo posterior de apotécios. Menor nimero de esclerddios foi obtido
usando-se 0 meio de cenoura e, geralmente, 0s meios sem adicdo de fuba resultaram em boa
producéo de apotécios.

Lima et al. (1998) verificaram que o substrato batata foi o mais promissor na producao
de esclerddios quando comparado com o0s substratos cenoura, chuchu e ab6bora.

Rios et al. (1996) estudaram os meios a base de sorgo, arroz, milho, trigo e fuba de
milho para producdo de esclerodios de S. sclerotiorum. Verificaram que 0s meios a base de
grédos de sorgo e arroz promoveram maior numero de esclerédios. As menores quantidades de
esclerddios ocorreram nos meios a base de gréos de trigo e fuba de milho, enquanto que as
maiores producdes de esclerddios ocorreram nos meios a base de sorgo, seguidos dos de arroz
e milho.

Os substratos abdbora-moranga, batata, beterraba e cenoura foram avaliados quanto a
producdo de esclerodios aos 15, 30 e 45 dias apos a incubacdo. O peso total de esclerddios
para cada substrato testado foi de 115,89 g (15 dias), 103,72 g (30 dias) e 126,82 g (45 dias).
Os substratos batata (15, 30 e 45 dias), cenoura (15, 30 e 45 dias) e abobora (45 dias) foram
os melhores (LIMA et al., 1997).



Prasad et al. (1988) cultivaram esclerddios de S. sclerotiorum em meios de agar com
extratos de coentro, feijdo rajma e feijdo-de-corda e verificaram que o meio contendo feijao-
de-corda, promoveu maior producdo de esclerodios e, nenhum esclerddio foi observado no
meio contendo extrato de coentro.

Nasser et al. (1995) testaram um novo método para producdo massal de esclerodios de
S. sclerotiorum a base de cenoura e conseguiram produzir 112 g de esclerddios em 1,9 kg de
cenoura.

Nelson et al. (1988) obtiveram producéo em larga escala de esclerddios de 12 isolados
de S. sclerotiorum usando meio a base de farinha de milho, vermiculita, casanino e extrato de
levedura.

Juliatti (1985) avaliou os substratos vermiculita e areia contendo fuba de milho e
solucdo de Czapeck, utilizando trés isolados, para producdo de esclerodios de Rhizoctonia
solani e verificou que vermiculita e o isolado designado MF-3 apresentaram maior
rendimento e nimero de esclerodios viaveis.

Dillard et al (1995) verificaram que o maior nimero de apotécios esta diretamente
proporcional ao aumento do tamanho dos esclerodios. De acordo com Ferraz e Café Filho
(1998) esclerdodios com diametros entre 2,4 e 6,3 mm ndo diferiram quanto a habilidade de
formar apotécios in vitro.

Os esclerodios devem ser colocados em substratos com poucos nutrientes para
favorecer a germinacdo carpogénica (LETORNEAU, 1979) como filtro de papel molhado em
placas de Petri (BUDGE; WHIPPS, 1991). Os substratos de incubacdo como areia, composto
orgénico, agar-4gua e composto + areia favoreceram igualmente a formacdo de apotécios
(FERRAZ; CAFE FILHO, 1998). Segundo Dillard et al. (1995) a temperatura 6tima de
acondicionamento dos esclerddios de S. sclerotiorum esteve em torno de 8 a 16°C, quando
testados a 4, 8, 16 e 24°C.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas —
LAMIP da Universidade Federal de Uberlandia, MG.

3.1 Obtencao do isolado de Sclerotinia sclerotiorum

O isolado foi obtido de esclerddios formados no interior da haste de soja, provenientes
de campos comerciais de Jatai - GO. Esses foram previamente desinfestados em alcool 50% e
agua sanitaria a 0,5% diluida em agua destilada estéril nos tempos de 30 e 60 segundos,
respectivamente. Em seguida, aqueles foram enxaguados em &gua destilada estéril para serem
transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). Todo o
procedimento mencionado logo acima foi realizado no fluxo de ar, mantendo dessa forma o
micro ambiente local livres de patdgeno em geral.

As placas de Petri foram incubadas na camera fria a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12
horas para germinagdo miceliogénica e formacéo de esclerodios.

Os reisolamentos para obtencdo de discos de micélio para ensaios posteriores foram

sempre realizados a partir de esclerddios.

3.2 Producéo de esclerddios em meios de cultura a base de vegetais

A producgdo de esclerddios foi avaliada em 11 meios de cultura & base de vegetais,
sendo eles: Cenoura (Daus carota L.); Tomate (Lycopersicon esculentum L.); Abdbora
(Curcubita pepo L.); Repolho (Brassica oleracea variedade capitata); Soja (Glycine max);
Feijdo (Phaseolus vulgaris L.); Girassol (Helianthus annuus); Batata (Solanim tuberosum
L.); Batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.); Vagem (Phaseolus vulgaris); e Couve-flor
(Brassica oleracea variedade botrytis), complementados ou ndo com fubd, totalizando 22
tratamentos.

Os grdos de feijdo, soja e girassol foram umedecidos em &gua destilada previamente
por 12 horas. Os meios complementados com fuba foram produzidos na proporc¢do de 100 g
do substrato + 20 g de fuba e 15 ml de agua destilada, exceto para os meios a base de cenoura
e tomate que ndo foi adicionado agua. Os meios sem adi¢do de fuba foram produzidos na
mesma proporcao dos meios complementados, exceto a quantidade de agua que foi de 10 ml.

Os frascos de Erlenmeyer foram autoclavados por 20 minutos a 120°C e ap6s 12 horas de



11

resfriamento receberam cinco discos de micélio de sete dias de idade com seis mm de
didmetro (Figura 1). Posteriormente, os frascos foram incubados na cdmera fria a temperatura
de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, por 32 dias consecutivos de acordo com Ferraz; Café

Filho (1998), para a colonizacdo dos meios (Figura 2).

Figura 1 — Meios de cultura cenoura e feijdo na auséncia de fuba (A) e (C) e presenca de fuba
(B) e (D), respectivamente. Em detalhe, presenca dos discos de micélio nos
Erlenmeyers UFU, Uberlandia, 2008.
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Figura 2 — Incubacdo em camara durante 32 dias para colonizacdo dos meios. UFU,
Uberlandia, 2008.

3.3 AvaliacOes
Decorrido o periodo de incubacéo, os esclerodios foram separados do meio original

através de lavagem sobre peneiras de dois mm. Apds a lavagem os esclerddios foram secos
em condicGes de laboratério sobre papel toalha por 48 horas para posterior contagem,

pesagem e armazenagem (Figura 3).

Figura 3 — Lavagem (A), secagem (B) e armazenagem (C) de esclerddios. UFU, Uberlandia,
2008.
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3.4 Determinacéo do rendimento de esclerddios

O rendimento foi calculado através da formula abaixo proposta por Juliatti (1985):

Rendimento (%) = Peso (g) dos esclerddios beneficiados x 100

Peso do Meio (g)

3.5 Delineamento experimental

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados em
esquema fatorial de 11 (meios) x 2 (adicdo de fubd) com quatro repeticdes.Os dados foram
submetidos a andlise de variancia pelo teste de F a 1.0% de significancia e aplicou-se ao
ensaio, teste de Scott-Knot para valores qualitativos, por meio do software SISVAR
(FERREIRA, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia dos meios de cultura na producao de esclerodios:

Os resumos da anéalise de variancia quanto ao rendimento se encontram na Tabela 1.
Verificou-se que o teste de F, apresentou significancia quanto a interacdo entre Meios e Fuba.
Denotando a diferenca entre as variaveis estudadas. Os coeficientes de variacao evidenciaram

a baixa variagao entre as repeticdes (Blocos).

Tabela 1 — Andlise de variancia dos dados referentes ao rendimento de esclerédios em funcéo
do efeito dos meios a base de vegetais com e sem adicdo de fuba. UFU,
Uberlandia, 2008.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meios 10 790096,84 790009,68 120,71 0,00**
Fuba 1 187498,23 187498,23 286,45 0,00**
Meios*Fuba 10 61739,52 6173,95 9,43 0,00**
Repeticdo 3 889,00 296,33 0,45 0,72N
Erro 63 41237,50 654,56

Total corrigido 87 1081461,09

VC (%) 10,05

Média geral 254,68

™- Nao significativo pelo teste de F
**_ Significativo pelo teste de F ao nivel de 1%

O inicio da formacéao de esclerodios ocorreu no 3° dia ap6s a incubacdo observando a
formacéo de micélio do fungo nos meios selecionados, sendo que no 15° dia havia esclerodios
formados. A adicdo de fubad teve efeito significativo e positivo sobre a producdo de
esclerddios, concordando com os resultados de Fernandes et al. (1993) e Ferraz e Café Filho
(1998), que relataram que meios adicionados de fuba favoreceram a formacao de esclerdédios
de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.).

Os melhores meios na presenca de fuba quanto ao rendimento foram os meios “feijao”
seguido de “girassol”. Na auséncia de fubd o meio “feijao” também foi o que mais se
destacou, seguido do meio “abdbora” (Figura 4).

Em estudo avaliando diferentes meios na producdo de esclerddios, o meio “feijao” e
“cenoura + batata” com adigio de fuba foram os que mais se destacaram (FERRAZ; CAFE
FILHO, 1998). Isso demonstra que o meio (Phaseolus vulgaris L.), apresenta em sua

composicao quimica nutrientes essenciais e fundamentais para a formacédo de esclerddios de
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.). Desta forma sendo um dos meios promissores para trabalhos

envolvendo obtencéo de in6culo de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.).
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Figura 4 — Efeito do meio de cultura producdo de esclerédios de S. sclerotiorum no

rendimento de esclerédios. Médias seguidas de letras minudsculas diferem os

meios e médias maiusculas diferem presenca e auséncia de fuba, ha 1% de

significancia.

Os resumos da analise de variancia quanto a producdo de esclerédio se encontram na

Tabela 2. Verificou-se que o teste de F, apresentou significAncia quanto a interacdo entre

Meios e Fuba. Denotando a diferenca entre as varidveis estudadas. Os coeficientes de variacdo

evidenciaram a baixa variagéo entre as repeti¢des (Blocos).

Tabela 2 — Andlise de variancia dos dados referentes a producédo de esclerédios em funcgéo do

efeito dos meios a base de vegetais com e sem adicdo de fuba. UFU, Uberlandia,

2008.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meios 10 1226166,11 122616,61 107,571 0,0000**
Fuba 1 196843,68 196843,68 172,690 0,0000**
Meios*Fuba 10 64974,56 6497,45 5,700 0,0000**
Repeticdo 3 1328,95 442,98 0,389 0,7615"°
Erro 63 71811,54 1139,86
Total corrigido 87 1561124,86
VC (%) 11,96
Média geral 282,38

™- Nao significativo pelo teste de F
**_ Significativo pelo teste de F ao nivel de 1%
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Quanto ao numero de esclerédios beneficiados o meio “girassol” foi 0 que mais se
destacou com um total de 495 esclerddios, seguido do meio “feijdo” com 469 esclerédios
quando enriquecido com fuba, demonstrando um incremento no ndmero de esclerodios da
ordem de 38 e 57 respectivamente, porém semelhante os resultados quando ndo ouve o
enriquecimento com fuba. A adicdo de fuba ndo influenciou no nimero de esclerddios para
0s meios “abdbora” e “batata-doce” demonstrando praticamente os mesmos resultados. Ja nos
meios “soja”, “batata” e “vagem” houve um incremento da ordem de 169, 141 e 151
respectivamente em comparacdo com 0s meios sem a adicdo de fuba, sendo dessa forma
interessante a utilizacdo de fuba nesses meios. (Figura 5).

O meio girassol apresentou-se muito seco durante a evolugdo do experimento, mesmo
com a adicdo de agua destilada, mas mesmo assim favoreceu a formacdo de esclerodios e
demonstrando ser um dos meios promissores para a obtencdo de esclerddios. Por outro lado,

” 1] ” [13 7 1]

0s meios a base de “tomate”, “cenoura”, “vagem”, “couve-flor” e “repolho” apresentaram-se
bastante aquosos, desfavorecendo dessa forma a formacdo de esclerddios. Para resolver tais
situacBes 0 mais sensato a se fazer é adicionar um maior volume de agua ao “girassol” e
acrescentar fuba aos meios “tomate”, “cenoura” “vagem”, “couve-flor” e “repolho”.
Observou-se que nem sempre 0S meios que se destacaram no rendimento também
sobressairam no numero de esclerodios, evidenciando que existe diferenca do meio de
produgdo no tamanho do esclerddio. Uma desvantagem do meio “girassol” € o trabalho arduo
de separar os esclerodios formados dos graos, principalmente quando os esclerddios se
formam internamente.

Lima et al. (1998) verificaram que o substrato batata foi 0 mais promissor na producao
de esclerddios quando comparado com 0s substratos cenoura, chuchu e abdbora. Prasad et al.
(1988) cultivaram esclerddios de S. sclerotiorum em meios de dgar com extratos de coentro,
feijdo raja e feijdo-de-corda, e verificaram que o meio contendo feijdo-de-corda promoveu
maior producdo de esclerddios e, nenhum esclerédio, foi observado no meio contendo extrato
de coentro.

O meio repolho proporcionou menor quantidade de esclerodios, discordando dos
resultados de Fernandes et al. (1993) que observaram que os meios repolho e cenoura foram
0s mais promissores na producdo de esclerddios quando comparados com mandioquinha-
salsa, vagem, alface e BD (Batata — Dextrose) na auséncia e presenca de fuba de milho.

Juliatti (1985) obteve maior rendimento e numero de esclerodios de Rhizoctonia solani

em meios de vermiculita contendo fuba de milho e solucéo de Czapeck.
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Figura 5 — Namero de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum beneficiados, em fungdo do
efeito dos meios vegetais com e sem a adicdo de fuba. Médias seguidas de letras
minusculas diferem os meios e médias maiusculas diferem presenca e auséncia de

fuba, ha 1% de significancia.
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5 CONCLUSOES

1-A adicdo de fuba de milho (carboidratos) aos meios a base de vegetais influenciou
significativamente no rendimento e produgdo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.);

2-Quanto ao rendimento o meio feijdo foi o que mais se destacou, seguido por
girassol;

3- Para o0 numero de esclerddios beneficiados, o meio “girassol” foi o que mais se

destacou, seguido por “feijao”.
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