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RESUMO: Os esclerédios sdo fundamentais no ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum, pois sio
precursores de hifas e de apotécios e, conseqiientemente dos ascdsporos. A producdo de esclerédios, em condicdes de
laboratério, é necessdria para realizacdo de trabalhos envolvendo este patégeno. Desta forma, foram conduzidos dois
experimentos, um com o objetivo de avaliar meios de cultura a base de vegetais, e o outro, o efeito de concentragdes de
fuba de milho, farinha de mandioca e trigo moido, adicionadas ao meio de cultura contendo gridos de “feijdo”, no
rendimento e o nimero de esclerédios produzidos. No primeiro experimento, os vegetais utilizados para compor os meios
de cultura foram raizes de cenoura e batata doce, folhas de repolho, graos de soja, girassol e feijdo, inflorescéncias de
couve-flor, frutos de tomate, vagem e abdbora e tubérculos de batata, com e sem adicdo de fubd de milho. Quanto ao
segundo experimento foram estudadas as concentragdes de 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 e 100% de fuba de milho, farinha de
mandioca e trigo moido, adicionadas separadamente ao meio de cultura com presenca de gridos de feijao. Apods
autoclavagem dos meios de cultura, 5 discos de micélio foram depositados sobre no meio de cultura, contido em frasco de
Erlenmeyer. Os frascos foram armazenados a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 30 dias consecutivos (primeiro
experimento) e 45 dias (segundo experimento). Verificou-se que meios de cultura com fubd de milho foram os mais
promissores, sendo os meios de cultura contendo graos de “feijao” e “girassol” os que mais se destacaram no rendimento e
no nimero de esclerédios produzidos. O meio de cultura contendo graos de feijdo e complementados com fubd de milho e

trigo moido, na concentracio de 20%, foram os melhores na produgdo de esclerddios.

PALAVRAS-CHAVE: Formagio de esclerédios. Vegetais. Concentragdes.

INTRODUCAO

O fungo, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De
Bary, produz estruturas de resisténcia denominadas
esclerédios, dentro e na superficie dos tecidos
colonizados, que retornam ao solo com os residuos
da cultura e sdo responsdveis pela sua
sobrevivéncia. Os esclerddios desempenham papel
importante no ciclo de vida de S. sclerotiorum, pois
sob condi¢des favordveis e na presenca de um
hospedeiro suscetivel, o esclerédio germina e
produz micélio (germinacdo miceliogénica), que
penetra diretamente nos tecidos da base da planta,
ou forma apotécios (germinagdo carpogénica), que
emergem na superficie do solo e liberam os
ascosporos, infectando principalmente as flores
(LEITE, 2005). O parasito estd distribuido
mundialmente, afetando mais de 408 espécies
hospedeiras (BOLAND; HALL, 1994). Entre elas,
destacam-se: soja, girassol, canola, ervilha, feijao,
alfafa, fumo, tomate e batata (LEITE, 2005), além
de algumas plantas daninhas (VIEIRA, 1988).

Diferentes espécies de Sclerotinia utilizam
muitos compostos organicos como fonte de carbono,
incluindo agucares e 4cidos organicos, para

crescimento e producdo de esclerédios. Alguns
macronutrientes, como fosforo, potdssio, magnésio e
enxofre sdo fundamentais para formagdo dos
esclerédios e certos micronutrientes aumentam a
producido de esclerédios quando presentes em meio
de cultura. Outros fatores como luz, temperatura, pH
do meio, composicdo da atmosfera e potencial
osmotico também podem interferir na formacao de
esclerédios, bem como a relagao carbono/nitrogénio
(LETORNEAU, 1979).

Meios de cultura para a produgdo de
esclerédios de S. sclerotiorum foram relatados na
literatura. Entretanto, alguns meios de cultura ou
substratos ainda ndo foram estudados quanto ao
efeito que podem proporcionar sobre a producio de
esclerddios. Ferraz e Café Filho (1998) estudaram
os meios de cultura a base de aveia, batata, cenoura,
cenoura + batata, feijdo e sorgo, isoladamente ou
combinados com fub4. Os meios contendo graos de
feijao, raizes de cenoura mais tubérculos de batata
com adi¢do de fubd promoveram maiores produgdes
de esclerédios. Lima et al. (1997) avaliaram a
producido de esclerddios aos 15, 30 e 45 dias apds a
incubagao, utilizando os meios de cultura abdbora-
moranga, batata, beterraba e cenoura. A avaliacio
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realizada aos 45 dias apés a incubagdo e o meio
abdbora proporcionou maior peso de esclerddios. Os
substratos batata, cenoura, chuchu e abdobora foram
testados quanto a producdo de esclerédios com
isolados de S. sclerotiorum obtidos de feijao, canola,
abobrinha, repolho e alface. O maior nimero de
esclerddios foi obtido com o substrato batata para os
isolados de repolho, alface, canola e feijao, e
substrato chuchu para o isolado de abobrinha
(LIMA et al.,, 1998). Fernandes et al. (1993)
avaliaram meios a base de vegetais, como cenoura,
mandioquinha-salsa, repolho, vagem, alface e BD
(Batata Dextrose), na auséncia e presencga de fubd de
milho. Os autores verificaram que meios de cultura
a base de repolho e cenoura, contendo fuba de
milho, foram os melhores.

A producgdo de esclerédios em larga escala,

2

em condigdes de laboratério, € necessdria para
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realizagcdo de trabalhos envolvendo S. sclerotiorum,
bem como a utilizagdo de métodos eficientes e
praticos. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo estudar meios de cultura a base de
diferentes vegetais e o efeito de concentracdes de
farinha de mandioca, fubd de milho e trigo moido
sobre o rendimento e numero de esclerddios
produzidos.

MATERIAL E METODOS

Producio de escler6dios em meios de cultura a
base de vegetais

A producdo de esclerddios foi avaliada em
onze meios de cultura a base de diferentes vegetais,
isoladamente ou complementados com fubd, na
propor¢ao de 20% p/p (Tabela 1).

Tabela 1. Meios de cultura a base de vegetais utilizados para produgdo de esclerdédios de Sclerotinia

sclerotiorum.

Meio de Cultura

Composicao/Orgdo Botinico Estudado

Feijao 100 g de graos* + 10 ml de dgua

Feijao + Fuba

100 g de graos* + 20 g de fubd + 15 ml de 4gua

Batata 100 g de tubérculo com casca e picado + 10 ml de 4gua

Batata + Fuba

100 g de tubérculo com casca e picado + 20 g de fuba + 15 ml de 4gua

Cenoura 100 g de raiz com casca e picada

Cenoura + Fuba

100 g de raiz com casca e picada + 20 g de fuba

100 g de fruto com casca e picado + 20 g de fuba + 15 ml de dgua

Soja 100 g de graos* + 10 ml de 4dgua

Soja + Fuba 100 g de graos* + 20 g de fuba + 15 ml de dgua
Vagem 100 g de fruto picado + 10 ml de 4gua

Vagem + Fuba 100 g de fruto picado + 20 g de fuba + 15 ml de dgua
Abdbbora 100 g de fruto com casca e picado + 10 ml de 4gua
Abobora + Fuba

Tomate 100 g de fruto com casca e picado

Tomate + Fuba
Repolho
Repolho + Fubd
Girassol
Girassol + Fubd

Couve-flor

100 g de fruto com casca e picado + 20 g de fuba
100 g de folha picada + 10 ml de dgua

100 g de folha picada + 20 g de fub4d + 15 ml de dgua
100 g de graos* + 10 ml de 4dgua

100 g de graos* + 20 g de fubd + 15 ml de 4gua

100 g de inflorescéncia picada + 10 ml de dgua

Couve-flor + Fuba
Batata Doce
Batata Doce + Fuba

100 g de inflorescéncia picada + 20 g de fuba + 15 ml de 4gua
100 g de raiz com casca e picada + 10 ml de dgua
100 de raiz com casca e picada + 20 g de fubd + 15 ml de dgua

* Os graos foram previamente umedecidos em dgua destilada por 12 horas.

Nos meios a base de grdos, estes foram
previamente umedecidos em 4gua destilada por 12
horas. Os frascos de Erlenmeyer de 500 ml,

contendo meio de cultura, foram autoclavados por
20 minutos a 120°C e, apdés 12 horas de
resfriamento, receberam cinco discos de BDA de 6

Biosci. J., Uberlandia, v. 28, n. 1, p. 1-7, Jan./Feb. 2012



Producio de esclerddios...

mm de didmetro, contendo micélio com 7 dias de
idade, originados a partir de esclerédios. Para
colonizacdo dos meios, os frascos foram
armazenados a temperatura de 22 * 3°C e
fotoperiodo de 12 horas, por 30 dias consecutivos. O
delineamento experimental foi o de blocos
casualizados em esquema fatorial de 11 (meios) x 2
(presenga e auséncia de fubd), com quatro
repetigdes.

Concentracoes de fuba de milho, farinha de
mandioca e trigo moido associadas ao meio de
cultura “feijao” sobre a producio de esclerédios

Concentragdes de 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 ¢
100% de fuba de milho, farinha de mandioca e trigo
moido foram estudadas, isoladamente, em adicao ao
meio de cultura contendo graos de “feijao”,
totalizando um peso constante de 100 gramas de
meio de cultura (graos de feijdo + concentragdes) +
30 ml de 4gua destilada, em frascos de Erlenmeyer
de 500 ml. Exceto para a concentragdo de 100% que
nao havia o meio de cultura contendo grios de
feijao, somente fubd de milho, farinha de mandioca
e trigo moido. Os frascos foram autoclavados por 20
minutos a 120°C e, apds 12 horas de resfriamento,
receberam cinco discos de BDA de 6 mm de
didmetro, contendo micélio com 9 dias de idade,
originados a partir de esclerédios. Posteriormente,
os frascos foram armazenados a temperatura de 22 +
3°C e fotoperiodo de 12 horas, por 45 dias
consecutivos (Lima et al., 1997) para a colonizagdo
dos meios. Os graos de feijao foram previamente
umedecidos em dgua destilada durante 12 horas. O
delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial de 8
(concentragdes) x 3 (complementos), com quatro
repeticoes.

Avaliacao e analise estatistica

Decorrido o periodo de incubacdo, os
esclerédios foram separados do meio original
através de lavagem em 4gua corrente sobre peneira
de malha de 2 mm. Apds a lavagem, os esclerddios
foram secos, em condi¢des de laboratério, sobre
papel toalha por 48 horas para posterior contagem e
pesagem. O rendimento dos esclerédios foi
calculado através da férmula abaixo proposta por
Juliatti (1985): Rendimento (%) = (peso dos
esclerédios/peso do meio de cultura) x 100.

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia, pelo teste de F, a 1% de significancia.
Para dados quantitativos, aplicou-se regressao e para
dados qualitativos, aplicou-se teste de Scott-Knott,
por meio do software SISVAR (FERREIRA, 2000).

GARCIA, R. A,; JULIATTL F. C.; CASSEMIRO, T. A.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao de esclerodios em meios de cultura a
base de vegetais

A adicao de fuba aos meios de cultura teve
efeito significativo (P<0,001) sobre o rendimento e
o nimero de esclerédios (Figura 1). O meio de
cultura “feijao”, com e sem fubd, proporcionou
maior rendimento de esclerédios com 21,7 € 17,9%,
respectivamente, concordando com os resultados de
Ferraz e Café Filho (1998). Isto pode ser explicado
pelo fato do alimento feijdo apresentar maior
conteddo de carboidrato em relagdo aos demais
meios de cultura (NEPA, 2006; EMEDIX, 2008).
Budge e Whipps (1991) verificaram que aumentos
crescentes da concentra¢do de sacarose no meio de
cultura resultaram em maior peso fresco e nimero
de esclerddios, parecendo existir uma relacio direta
entre conteido de carboidrato e producdo de
esclerddios. Este alimento, além de apresentar maior
conteido de carboidrato, contém também os
macronutrientes fésforo, potidssio e magnésio
(PURDY; GROGAN, 1954) e o micronutriente
zinco (VEGA; LETORNEAU, 1974), considerados
essenciais na formacao de esclerddios.

Quanto ao numero de esclerédios, os meios
de cultura “girassol” e “feijao”, complementados
com fubd de milho, produziram 496 e 415
esclerédios, respectivamente (Figura 1), diferindo
significativamente entre si. O meio de cultura
“repolho” com fub4d proporcionou menor quantidade
de esclerddios, enquanto que na auséncia de fuba de
milho ndo diferiu significativamente dos meios
“tomate”, ‘“cenoura” e “couve-flor”, discordando
dos resultados de Fernandes et al. (1993) que
observaram que os meios a base de repolho e
cenoura, na auséncia e presenca de fubd de milho,
foram o0s mais promissores na producdo de
esclerédios, quando comparados com
mandioquinha-salsa, vagem, alface e BD (Batata-
Dextrose). A baixa capacidade do meio “repolho”
sobre a producdo de esclerédios, pode ser explicada
em funcdo desta planta possuir um grupo de
metabolitos secundarios, denominados
glucosinolatos (MOJTAHEDI et al., 1993; POTTER
et al., 1998), que apds sofrerem hidrélise, liberam
compostos de enxofre que sdo toxicos a diversos
microrganismos (GAMLIEL; STAPLETON, 1993),
inclusive para S. sclerotiorum (YAMAGATA et al.,
2007; FAN et al., 2008). Fatores como efeito da
cultivar, modo de preparo e isolado de .
sclerotiorum, possivelmente podem influenciar
também na produgdo de esclerddios.
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Figura 1. Rendimento (A) e nimero de esclerédios (B) de Sclerotinia sclerotiorum produzidos em diferentes
meios de cultura. Médias seguidas de diferentes letras minusculas diferem no efeito dos meios de
cultura e letras maidsculas diferem na presenca e auséncia de fubd, pelo teste de Scott-Knott a 1%

de significancia.

O meio de cultura “girassol”, por ter
proporcionado maior nimero de esclerédios, pode
ser utilizado em experimentos que demandam maior
nimero de particulas infectivas. Entretanto, este
meio de cultura nio foi o mais pratico na separacao
dos esclerédios comparado aos demais meios de
cultura, por ter apresentado grande aderéncia dos
esclerédios aos graos, dificultando a sua separacio
por meio de lavagem. Segundo Ferraz (1996),
esclerédios com restos de meio de cultura, quando
adicionados ao solo para estudos, podem levar a
formacdo de  escler6dios  secunddrios e
conseqiientemente aumentar o indculo inicial, o que
acarretaria erros experimentais. Segundo Adams e
Tate (1976), os esclerédios, antes de infectarem
plantas de alface por meio do micélio, colonizam
inicialmente a matéria orginica morta, ¢ podem
assim formar esclerédios secunddrios.

Concentracoes de fuba de milho, farinha de
mandioca e trigo moido associadas ao meio de
cultura “feijao” sobre a producio de esclerédios
Houve efeito significativo (P<0,001) das
concentracoes de fuba de milho, farinha de
mandioca e trigo moido sobre o rendimento e
nimero de esclerédios. O rendimento e o nimero de
esclerédios, em funcao das concentracdes de fuba de
milho, farinha de mandioca e trigo foram melhores
ajustados ao modelo quadritico. A excecdo foi para
farinha de mandioca em relagdo ao numero de
esclerédios, em que o melhor modelo foi o linear
(Figuras 2 e 3). O rendimento € o nimero de
esclerédios diminuiram com o incremento das

concentracoes de fubd de milho, farinha de
mandioca e trigo moido.

O meio de cultura feijao, complementado
com fuba de milho (Y = 14,874 + 0,2825x —
0,0042x*, R* = 0,89) (Figura 2) e trigo (Y = 12,923
+ 0,3862x — 0,0052x%, R* = 0,92) (Figura 2) foram
0s mais promissores no rendimento de esclerddios,
quando comparado a farinha de mandioca (Y =
11,946 + 0,0147x — 0,0016x%, R* = 0,85) (Figura 2).
As concentragdes de 20 e 35% de fuba de milho e
farinha de mandioca proporcionaram 20,1 e 22,6% e
143 e 13% de rendimento de esclerddios,
respectivamente. Em relacdo ao trigo, as
concentracdes de 20 e 65% renderam 20,2 e 19,4%
de esclerédios, respectivamente. Estes resultados
contrastam com os obtidos por Rios et al. (1996) em
que trigo e fubd de milho responderam por menor
quantidade de esclerédios, quando comparados aos
meios a base de sorgo, arroz e milho. Nas
concentracdes estudadas de 85 e 100% de farinha de
mandioca, ndo houve formacgado de esclerddios. Isto
provavelmente pode ser explicado pelo fato da
quantidade de dgua ndo ter sido suficiente para
umedecer o meio de cultura, uma vez que o
potencial osmético interfere na formacdo de
esclerddios, segundo Letorneau (1979).

O complemento trigo moido resultou em
maior ndmero de esclerddios, 629, 632, 655 e 509,
em comparacdo ao complemento fubd de milho,
438, 346, 310 e 315, quando as concentragdes
estudadas foram 20, 35, 50 e 65%, respectivamente.
Em geral, tanto para fub4 de milho (Y = 415,41 +
0,0358x — 0,0326x%, R” = 0,94), farinha de mandioca
(Y = 429,59 — 4,4668x (R* = 0,94) e trigo (Y =
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395,74 + 12,893x — 0,1709x%, R = 0,9361), o efeito rendimento e ndmero de esclerédios produzidos
da concentracio de 20% proporcionou maior (Figura 2).
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Figura 2. Efeito das concentragdes (%) de fubd de milho, farinha de mandioca e trigo moido associadas ao
meio de cultura contendo graos de “feijao” sobre o rendimento (%) e nimero de esclerédios de
Sclerotinia sclerotiorum. UFU, Uberlandia, 2008.

O aumento de carboidratos nos meios de determinar a escolha do meio a ser utilizado € a
cultura favorece a maior formacdo de esclerddios disponibilidade dos componentes no preparo do
(FERRAZ, CAFE FILHO, 1998; BUDGE; meio de cultura, a quantidade e praticidade de
WHIPPS, 1991). Isto explica o fato do meio de obtengdo de particulas infectivas necessdrias para
cultura contendo grdos de “feijdo” complementado estudo, além do custo econdmico. Sugere-se que
com fubd de milho e trigo moido ter sido superior na novos estudos sejam realizados na tentativa de
producdo de esclerédios, quando comparado ao identificar o efeito dos nutrientes presentes nos
meio contendo apenas grdos de feijao, uma vez que meios de cultura durante a formagao de esclerddios.
o feijao é pobre em carboidratos, em relagdo ao fuba
de milho e trigo (NEPA, 2006; EMEDIX, 2008). CONCLUSOES
Entretanto, o mesmo ndo foi verificado quando se
estudou o meio de cultura feijio combinado com Os meios de cultura contendo griaos de
farinha de mandioca, sendo que farinha de mandioca “feijao” e “girassol” complementados com fubd
apresenta maior contetido de carboidrato em relacao foram os mais promissores no rendimento e nimero
ao fuba de milho e trigo, parecendo existir a de esclerddios.
influéncia de outros elementos na formacio de A concentracio de 20% de fubd de milho e
esclerédios. trigo moido associada ao meio de cultura “feijao”

A obtengdo de esclerédios pode ser por proporcionou maior formacdo de esclerddios.

meio de diversos meios de cultura. O que vai

ABSTRACT: The sclerotias are fundamental in the life cycle of Sclerotinia sclerotiorum because they are the
precursor of hyphae and apotecia and, consequently, ascospores. The sclerotias production, in the laboratory, is required
for studies involving this pathogen. Thus, two experiments were done, one of them was to evaluate diferents vegetables
based culture media, and the another one was to evaluate the effect on cornmeal, tapioca meal and wheat meal
concentrations added to common beans seeds culture medium, on the profit and the number of sclerotias production. The
vegetables used in the first experiment were: carrot and sweet potato roots, leaves of cabbage, seeds of soybean, sunflower
and common beans, blooms of cauliflower, fruit of tomatoes, pumpkin, snap beans and tubers potatoes, with or without the
addition of cornmeal. In the second experiment evaluated the concentrations of 0, 5, 20, 35, 50, 65, 85 or 100% cornmeal,
tapioca meal or wheat meal, added individually to a medium containing beans. Five mycelium disks were added to each
medium in Erlenmeyer flasks after autoclaving. The flasks were incubated at 22 + 3°C and 12 hours lighting, for 30 days
(first experiment) or 45 days (second experiment). The media containing cornmeal were the most promising ones, and
those containing beans seeds and sunflower seeds the ones presenting the best yield and number of sclerotias. The media
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containing beans, supplemented with cornmeal or ground wheat, at the concentration 20% were the best for sclerotias
production.

KEYWORDS: Sclerotias formation. Vegetables. Concentrations.
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