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Resumo. O fitopatdgeno Sclerotinia sclerotioum ¢ um fungo de solo que causa doenga em varias culturas e
produz esclerddios que podem permanecer no solo por longo periodo de tempo. O objetivo do trabalho foi
avaliar a interferéncia do substrato vegetal na produgdo de esclerodios de S. sclerotiorum para serem utilizados
em trabalhos de pesquisa com esse patogeno. Para isso, raizes tuberosas de beterraba, cenoura, batata doce e
mandioca, além do tubérculo de batata inglesa, foram colocadas em fatias dentro de beckers, autoclavadas e
inoculadas com micélio do fungo. Apds 30 dias foi realizada a avaliacdo que constou do numero, massa,
comprimento ¢ largura dos esclerddios produzidos. De acordo com os resultados encontrados, observou-se que
o substrato que apresentou maior niimero de esclerddios foi a base de batata inglesa, porém ocorreu um padrao
de comprimento, largura, area e massa, no desenvolvimento dos esclerddios, que ndo levou em consideragao
os substratos vegetais testados. Portanto, os cinco substratos vegetais podem ser utilizados na produgdo de
esclerodios de S. sclerotiorum.

Palavras-chave. Estrutura de resisténcia, fungo fitopatogénico, mofo branco, producdo de indculo

Abstract. The pathogen Sclerotinia sclerotioum is a soil fungus that causes disease in many cultures and
produces sclerotia which may remain in the soil for much time. The objective of this research was to evaluate
the effect of substrate in the production of sclerotia of S. sclerotiorum for use in researches with this pathogen.
Slices of the beets, carrots, sweet potatoes, cassava and potato, were placed in beckers, autoclaved and
inoculated with mycelium of the fungus. After 30 days the assessment consisted of the number, weight, length
and width of sclerotia produced. According to the results, it was observed that the substrate with potato had a
greater number of sclerotia, but there was a pattern of length, width, area and weight in the development of
sclerotia, which did not take into account the substrates. Therefore, the five substrates can be used in the
production of sclerotia of S. sclerotiorum.
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O fungo Sclerotinia sclerotiorum (lib.) de
Bary ¢ um fitopatdogeno habitante do solo que
apresenta ampla gama de hospedeiros e causa a
doen¢a denominada mofo branco. O fitopatdgeno
tem como caracteristica a formagdo de estruturas
de resisténcia denominadas esclerodios.

Os esclerodios, segundo Le Tourneau
(1979), sao estruturas formadas principalmente de
um tegumento de melanina e um componente
interno composto de carboidratos (principalmente

beta-1,3-glucanos) e proteinas. Essas estruturas de
resisténcia formadas por hifas compactadas, sdo
formadas dentro e na superficie dos tecidos
vegetais colonizados e retornam ao solo com os
residuos da cultura (Garcia et al., 2012) e sdo a
forma na qual o patdogeno se perpetua no ambiente
solo e faz do S. sclerotiorum um dos fitopatogenos
de dificil controle. Dos esclerodios podem
germinar hifas, que infectam o colo da planta, ou
formar apotécios, que sdo corpos de frutificagdo do
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fungo, por onde sdo formados e liberados esporos,
que infectam a parte aérea da planta hospedeira.

A viabilidade dos esclerdédios de .
sclerotiorum que permanecem nas areas de cultivo
de varias culturas comerciais ou olericolas esta
entre 3 e 8 anos e depende de fatores do solo, tais
como temperatura, umidade ¢ pH (Adams & Ayers,
1981). Segundo Adams & Ayers (1981), a
composi¢do bioldogica do solo ¢é o fator
determinante de sua sobrevivéncia, ocorrendo
ampla variedade de fungos com atividades
antagonisticas aos esclerodios de S. sclerotiorum
(Zazzerini & Tosi, 1985; llipronti Jr. & Machado,
1993; Ethur et al., 2005; Ferraz et al., 2011; Ethur
etal., 2014). Portanto, os esclerodios sdo o foco das
pesquisas relacionadas ao controle do S
sclerotiorum, uma vez que sdo vitais para a
permanéncia do indculo do fitopatdégeno no solo,
entre ¢ durante os cultivos.

A produgdo de esclerédios para
experimentos com S. sclerotioum foi citada para
alguns meios de cultura, tais como, meio BDA
(Ethur et al., 2005), meio Czapek enriquecido com
sucrose (Budge & Whipps, 2001), meio
fuba/areia/agua (Illipronti Jr. & Machado, 1993),
graos de trigo (Budge & Whipps, 2001; Liu & Paul,
2007), graos de cevada (Matheron & Porchas,
2005), meio de cenoura/fuba (Ferraz et al., 2011) e
cenoura (Garcia et al., 2012). Certamente muitos
substratos vegetais podem ser testados, pois o
desenvolvimento dessas estruturas de resisténcia ¢
influenciado pelo aporte nutricional
disponibilizado pelo substrato.

Existe necessidade de se produzir
esclerédios em grande quantidade para
experimentos em laboratorio, casa de vegetacdo e a
campo, além dos experimentos que necessitam de
uniformidade quanto ao tamanho, massa e¢ forma
dessas estruturas de resisténcia (Liu & Paul, 2007;
Ferraz et al., 2011; Ethur et al., 2014; Venturoso et
al., 2014). Conforme Serra & Silva (2005), a busca
por meios de cultura de baixo custo e eficientes
para induzir a produgdo de esclerodios de
Sclerotium rolfsii Sacc.; é de grande importancia
para estudos do patdogeno. De acordo com o
exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
interferéncia do substrato vegetal na producao de
esclerédios de S. sclerotiorum para serem
utilizados em trabalhos de pesquisa com esse
patogeno.

O isolado de S. sclerotiorum utilizado foi
disponibilizado pelo Laboratorio de Fitopatologia

¢ Microbiologia do Solo do Campus
Itaqui/UNIPAMPA. Esclerddios de S.
sclerotiorum foram colocados em placas de petri,
contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose,
agar), com adi¢do de cloranfenicol na proporgao de
ImL L', para o desenvolvimento do fitopatogeno.

O  delinecamento  experimental  foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e
quatro repetigdes. Os tratamentos foram de acordo
com os diferentes substratos vegetais utilizados:
tubérculo de batata inglesa (Solanum tuberosum
L.) e raizes tuberosas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), batata-doce (Ipomoea batatas
(L.) Lam.), beterraba (Beta vulgaris L.) e cenoura
(Daucus carota L.). Vegetais facilmente
encontrados no comércio de horticolas e,
principalmente, devido ao armazenamento de
carboidratos e presenca de diversidade de
nutrientes, tais como: K, N, P, Mg, Ca ¢ S (Echer
etal., 2009). Os o6rgaos vegetais foram descascados
¢ fatiados em espessura de Smm sendo que 150g
desses substratos foram colocados em beckers com
capacidade de 500mL. Os beckers foram fechados
com papel aluminio e¢ autoclavados por 30min.
Posteriormente, um disco de 10 mm de didmetro de
meio de cultura BDA contendo micélio do fungo
foi colocado na regido central do becker sobre os
substratos vegetais.

Os beckers foram colocados em camara
climatizada, com temperatura de 22 + 2 °C. Apos
15 dias foi realizada a retirada do excesso de
liquido formado nos beckers que continham como
substrato: cenoura, beterraba ¢ batata inglesa. Aos
30 dias apos a instalagdio do experimento os
esclerodios foram retirados dos beckers e os restos
de substrato que ficaram aderidos foram retirados
com pingas e agulhas histoldgicas, com o uso de
agua destilada e esterilizada quando necessario.
Essas estruturas foram deixadas para secar por 5
horas sobre papel filtro, em cémara de fluxo
laminar. A avaliagdo dos esclerddios produzidos
constou do nimero de estruturas e medidas de
comprimento (mm), largura (mm), area (mm?) e
massa (mg).

Os resultados quanto ao numero de
esclerédios foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e ao teste de Duncan para a
comparacdo de médias com o auxilio do programa
estatistico ASSISTAT. Para as variaveis:
comprimento, largura, area e massa, foi realizada
analise de frequéncia dos dados, por meio do
Programa Microsoft Excel.
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De acordo com a analise dos dados
observou-se que ocorreu diferenca significativa
entre os tratamentos, o substrato vegetal a base de
batata inglesa apresentou maior numero de
esclerddios, em torno de 23 a 35% a mais na
produgdo dessas estruturas quando comparado aos
demais substratos (Tabela 1). Lima et al. (1997)
também encontraram no substrato de batata inglesa
o maior numero de esclerédios de diferentes
isolados de S. sclerotiorum. Entretanto, Garcia et
al. (2012) ao utilizarem varios tipos de vegetais
como substrato, observaram que ocorreu maior
crescimento de esclerddios sobre batata doce do
que em batata inglesa e cenoura, na proporgdo de
7,2 e 46,4%, respectivamente.

A base nutricional dos substratos pode ter
interferido na produgdo maci¢a das estruturas de
resisténcia do fungo, pois Rai & Agnihotri (1971),
avaliando a producdo de esclerddios sobre oito
meios de cultura contendo agar, encontraram que o
patogeno pode utilizar varias fontes de carbono,
tais como: maltose, sacarose, d-glicose, lactose, d-
galactose, glicerol e manitol. Os autores
complementam que d-glicose foi observada como

sendo a melhor fonte de carbono para formagdo de
esclerddios. Dessa forma, pode-se acrescentar que
a batata inglesa apresenta altos teores de glicose e
amido, de acordo com Silva et al. (2013), 71,13%
¢ 64,01%, respectivamente, podendo ser essa uma
das explicacdes para o maior desenvolvimento das
estruturas de resisténcia nesse substrato. Além
disso, o substrato pode interferir nos esclerodios,
quanto a sua constitui¢do quimica e capacidade de
produzir germinacdo carpogénica, porém nao
foram objetivos desse trabalho. Costa & Costa
(2006), observaram que o substrato de cenoura
picada e arroz com casca foram eficientes na
produgdo quantitativa de esclerddios, porém os
produzidos em arroz originaram maior ntimero de
apotécios quando enterrados no solo. Segundo
Jensen et al. (2008), quando inocularam dois
isolados de S sclerotiorum em raizes tuberosas de
cenouras silvestres e cultivadas, observaram que
ocorreu a formagao de maior niumero de esclerédio
nas cultivadas e  ocorreram  diferencas
significativas quanto a producdo de esclerddios
entre os dois isolados de S. sclerotiorum.

Tabela 1. Numero de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum produzidos em cinco substratos vegetais:

mandioca, batata-doce, beterraba, cenoura ¢ batata inglesa.

Substrato vegetal

Numero total de esclerodios

Mandioca 259 b*
Batata-doce 306 ab
Batata inglesa 397 a
Beterraba 281 b
Cenoura 264 b
CV (%)

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade

Objetivou-se com esse trabalho a producao
maci¢a de esclerddios para serem utilizados em
experimentos com o fitopatogeno, porém buscando
quantidade aliada a homogeneidade morfologica,
sendo fatores importantes e necessarios para a
escolha das estruturas no desenvolvimento de
pesquisas. Um exemplo de pesquisa que apresenta
necessidade dessas estruturas ¢ o teste de iscas
(Ethur et al., 2005; Ethur et al., 2014) quando se
utilizam os esclerodios como iscas para o
isolamento de microrganismos antagonicos.

O esclerddio padrio, produzido em maior
quantidade pelo fitopatdgeno, ou seja, mais de 50%
de unidades, sobre os cinco substratos vegetais foi:
comprimento de 5 a 10 mm, largura de 2 a 4 mm,
area de 1 a 2 mm? e massa de 0 a 1 mg (Tabela 2).

Rai & Agnihotri (1971), avaliando a produgéo de
esclerddios sobre oito meios de cultura contendo
agar, observaram que o comprimento ficou no
intervalo de 1 a 6mm, para todos os meios de
cultura. Com relagdo a massa, também ocorre
diversidade de acordo com o substrato onde o
fitopatdgeno se desenvolve e isso foi observado por
Jensen et al. (2008), que apds inoculagdo de
micélio de S. sclerotiorum em raizes tuberosas de
cenoura, observaram que a massa dos esclerodios
formados ficou entre 12 ¢ 18 mg para as cultivares
silvestre e de 4 mg para a cultivar Bolero. Budge &
Whipps (2001), concluiram que ocorre germinagao
carpogénica em esclerddios de S. sclerotiorum com
menos de 10 mg de massa, portanto, os esclerodios
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formados podem ser utilizados em experimentos
que objetivam a germinagdo carpogénica.

Tabela 2. Distribui¢do de frequéncias (classes) das varidveis: Comprimento (mm), largura (mm), relagdo
comprimento x largura (mm?) e massa (mg) de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum, produzidos em cinco

substratos vegetais: mandioca, batata-doce, beterraba, cenoura e batata inglesa.

Substrato Vegetal* (nimero de esclerddios - %)

Variavel Classe - Mandioca Batata doce Batata Beterraba Cenoura
Analisada frequéncia inglesa
[-0>x<5 89-34,5 150-49,0 101-254 70-249 82-31,1
_ I1-5>x<10 133-51,4 126—412 241-60,7 171-60,8 135-51,1
ecs‘fllélsgg?:sn&i?)s - 10>x<15 30-11,7 28-9,1 47-11,8 34-12,1 33-125
IV-15>x<20 6-24 3-1,0 6-1,5 4-14 13-4,9
V-20>x<25 0-0 2-0,6 1-0,2 2-0,7 1-04
VI-25>x<30 0-0 0-0 1-0,2 0-0 0-0
VII-30>x<35 0-0 1-0,3 0-0 0-0 0-0
Largura dos I-0>x<2 25-9,9 55-17,9 35-8,8 19 -6,7 49 — 18,5
esclerédios (mm) [ -2>x<4 134-51,8 182-594 222-559 159-56,6 137519
II-4>x<6 90-34,7 68-222 137-34,5 101-359  76—28,8
IV -6>x<8 9-3,6 5-1,6 3-0,8 2-0,7 2-0,76
Area dos I-0>x<l 1-04 0-0 0-0 1-04 0-0
esclerddios (mm?) ~I1- [>x<2 203-78,5 255-83,3 285-71,8 188-669 204—7773
MI-2>x<3 50-19,5 45-146 92-23,1 79-28,1  51-19,3
IV-3>x<4 4-1,6 10-3,3 20-5,0 13 -4,6 83,0
Massa de [-0>x<l 214-82,7 281-91,8 371-93,4 262-93,2 230-87,1
esclerodios (mg)  J1-1>x<2 35-13,7 20-6,5 22-55 16 —5,7 24-9,1
II-2>x<3 6-24 5-1,5 4-1,0 3-1,1 5-1,9
IV-3>x<4 3-1.2 0-0 0-0 0-0 4-1,5
V-4>x<5 0-0 1-0,3 0-0 0-0 1-04
VI-5>x<6 0-0 2-0,6 0-0 0-0 0-0
VIL-6>x<7 0-0 1-0,3 0-0 0-0 0-0

*Raizes e caule

Contudo, de acordo com os resultados
encontrados, observou-se que o substrato que
apresentou maior niamero de esclerodios foi a base
de batata inglesa, porém ocorreu um padrao de
comprimento (maioria entre as classes [ e II),
largura (classes II e III), area (classe II e III) e
massa (classes 1 e II), no desenvolvimento de
esclerddios, que ndo levou em consideracdo os
substratos vegetais testados. A producdo de
esclerodios quanto ao numero ¢ fator importante,
porém o determinante pode esta relacionado com o
tamanho dessas estruturas, dependendo do objetivo
do trabalho que necessita da producdo macica de
esclerédios. Portanto, os substratos vegetais: batata
inglesa, batata doce, cenoura,

beterraba e mandioca, podem ser utilizados na
producdo maciga de esclerodios de Sclerotinia
sclerotiorum para serem usados em experimentos
com o fitopatogeno.
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