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Resumo

O mofo-branco causado pelo fungo Sclerotinia slerotiorum esta entre as principais doencas do
feijoeiro. A avaliacdo de genotipos resistentes € de grande importancia para identificacdo de
fontes de resisténcia a esse fungo. Para as avalia¢Ges fenotipicas, é necessario a inoculacdo em
plantas diretamente com o fungo e para isso, 0 seu cultivo em meio artificial faz-se necessario.
O objetivo deste estudo, foi estabelecer um protocolo para crescimento micelial e formacao de
esclerodios do fungo S. sclerotiorum testando diferentes regimes de luz e temperatura. Foram
utilizados dois isolados diferentes (UFLA154 e UFLA22). Estes foram cultivados em meio de
cultura BDA em trés regimes de luz/temperatura: 01: Escuro em geladeira (temperatura de
aproximadamente 4 °C); 02: Fotoperiodo e temperatura ambiente (fotoperiodo de
aproximadamente 12 h); 03: escuro e temperatura ambiente). Foi realizada a medicéo radial do
crescimento micelial e contagem do nimero de esclerddios. Dos isolados testados, 0 UFLA154
apresentou crescimento micelial e producdo de esclerodios maior. Na indisponibilidade de
equipamentos apropriados de controle de luz e temperatura, como uma BOD por exemplo, 0
crescimento dos isolados testados do fungo S. Sclerotiorum em fotoperiodo e temperatura
ambientes é satisfatorio. A temperatura apresentou maior influéncia que o fotoperiodo no
crescimento micelial e producéo de esclerddio.

Palavras-chave: Crescimento in vitro. Mofo-branco. Doenca flngica.

Abstract

White mold caused by Sclerotinia slerotiorum is one of the main bean diseases. The evaluation
of resistant genotypes is of great importance in identifying sources of resistance to this fungus.
For phenotypic evaluations, it is necessary to inoculate plants directly with the fungus and
cultivate them artificially. This study aimed to establish a protocol for mycelial growth and
sclerotia formation of the fungus S. sclerotiorum by testing different light and temperature
regimes. Two different isolates were used (UFLA154 and UFLA22). These were in a potato
dextrose agar (PDA) culture medium under three light/temperature regimes (01: Dark in a
refrigerator (temperature of approximately 4°C); 02: Photoperiod and ambient temperature
(photoperiod of approximately 12h); 03: dark and ambient temperature). Radial measurement
of mycelial growth and counting the number of sclerotia were performed. Of the tested isolates,
UFLA154 showed higher mycelial growth. In the absence of appropriate light and temperature
control equipment, such as a BOD for example, the growth of the tested isolates of the fungus
S. Sclerotiorum in photoperiod and ambient temperature is satisfactory. The temperature had a
greater influence than the photoperiod in mycelial growth and sclerotium production.

Keywords: In vitro cultivation. White mold. Fungal disease.

INTRODUCAO
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Diversos sdo 0s patdgenos que estdo relacionados com o desenvolvimento de doencas em
plantas de interesse agronémico, sendo que as doengas estdo entre um dos principais fatores
limitantes na producéo agricola. Entre esses patdgenos, o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary, causador da doenca conhecida como mofo-branco, € um patégeno que possui elevado
potencial de ocasionar prejuizos em diferentes lavouras que compdem o sistema de producéo
do Brasil (JACCOUND FILHO et al., 2017). Esse fungo caracteriza-se por ser um patdgeno de
espécies vegetais, comportamento necrotrofico, e altamente agressivo, possuindo uma ampla
gama de hospedeiros, sendo mais de 400 especies de plantas, entre monocotiled6neas e
eudicotiledbneas, incluindo culturas de grande importancia, como feijdo, soja, algodao e
girassol (BOLAND; HALL, 1994).

Em hospedeiros suscetiveis, o fungo S. sclerotiorum é responséavel por ocasionar sintomas
como podridéo de raizes e do colo, murcha e tombamento de plantulas, além do surgimento de
lesbes nos tecidos vegetais, producdo de micélios brancos, podendo levar a morte da planta
(PUNJA; JENKINS, 1984; LOBO JUNIOR, 2010). Ghini, Hamada e Bettiol (2011) ressalta
que temperaturas amenas e elevadas condi¢des de umidade favorecem o desenvolvimento do
patégeno. A alta intensidade luminosa, chuvas intensas e constantes sdo outros fatores que
favorecem o fungo, ja que influenciam no tempo para formacdo do apotécio (WU;
SUBBARAO, 2008; CAMPOS et al., 2010).

Outro aspecto que contribui para a agressividade e disseminacao desse patdgeno esté no fato da
sua capacidade de produzir estruturas de sobrevivéncia, conhecidas como esclerddios. Esses
sdo estruturas duras, constituidas por agregados compactos de hifas somaticas, de formato
esférico ou irregular. Fatores ambientais como temperatura, luminosidade e umidade
influenciam a formacdo, crescimento e germinacdo dessas estruturas, sendo que os esclerddios
conseguem sobreviver em condi¢des adversas no solo por seis a oito anos, além de serem fonte
de indculo para outros hospedeiros suscetiveis (AMORIM; PASCHOLATI, 2016; BIANCHINI
et al., 2005).

Estimular o crescimento do fungo em meio artificial, especialmente em BOD, onde tem-se o
controle da temperatura e fotoperiodo é de suma importancia para compreender a relacéo
existente entre o desenvolvimento do fungo e as condi¢cdes ambientais em que este é submetido.
Além disso, o preparo de isolados e sua utilizacdo em experimentos de avaliacdo da resisténcia
de plantas ao patdgeno em programas gque visam medidas de controle sdo necessarios. Todavia,
sem a presenca de uma BOD ou de uma infraestrutura laboratorial adequada em que seja
possivel ter o controle de temperatura e fotoperiodo, é importante encontrar formas alternativas
e acessiveis, que permitam o crescimento do patdgeno, para conduzir trabalhos de pesquisa
guando ndo se dispdem da infraestrutura necessaria. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia da luz e da temperatura no crescimento micelial e na producdo de
esclerddios de diferentes isolados de S. sclerotiorum.

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ASPECTOS GERAIS DE S. sclerotiorum

S. sclerotiorum é responsavel por ocasionar a doenga conhecida como mofo-branco. O primeiro
registro da ocorréncia em territorio brasileiro data da decada de 1920, sendo que as primeiras
epidemias dessa doenca ocorreram durante os anos 70. Devido a expansdo da agricultura
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nacional, em especial para areas do centro-oeste, 0 mofo branco adquiriu grande importancia,
especialmente em areas irrigadas (WENDLAND et al., 2016). O fungo fitopatogénico S.
sclerotiorum pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota e a ordem Helotiales, possuem micelios
constituidos por hifas hialianas septadas, multinucleadas e ramificadas (WENDLAND et al.,
2016; MASSOLA JUNIOR, 2018).

Por pertencer a ordem Helotiales, esse fungo produz estruturas de resisténcias conhecidas como
esclerddios, que consistem em agregados de hifas sométicas, de formato irregular, de cor negra,
duras, relativamente grandes, que permitem a sobrevivéncia desses organismos em condicoes
desfavoraveis por varios anos (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011; MASSOLA JUNIOR,
2018). Gorgen et al. (2009) salienta que os esclerddios sé@o formados por trés camadas distintas,
sendo uma parede grossa rica em melanina, responsavel pela coloragdo negra dos esclerddios e
por conferir resisténcia as condigcdes adversas do solo, uma parede fina (cortex) e a medula
branca, que consiste no micélio dormente do fungo. A cada ciclo da doenga no campo, o
patdgeno possui a caracteristica de formar grande quantidade de esclerddios (PEREIRA et al.,
2013).

Diversos fatores influenciam a germinacéo dos esclerddios, tais como nutrientes do substrato
no qual o esclerédio é formado, umidade, temperaturas entre 10 e 21 °C, luz, pH do solo,
aeracdo, tipo de solo, dentre outros (PHILIPS, 1987; GODOY et al., 2016). Essas estruturas
sobrevivem no solo e em restos de culturas, e sdo produzidas dentro e na superficie dos tecidos
colonizados, retornando ao solo com os residuos da cultura. Desempenham papel de grande
importancia no ciclo de vida de S. sclerotiorum, visto que sao precursores dos apotécios, onde
formam-se os ascosporos, que em condicdes favoraveis germinam e produzem os micélios,
infectando o hospedeiro (GARCIA; JULIATTI; CASSEMIRO, 2012).

A producdo dos apotécios assim como a dispersdo dos ascdsporos coincide com o estadio
reprodutivo da cultura, durante o inicio do seu florescimento (WENDLAND et al., 2016). Os
ascosporos colonizam preferencialmente as pétalas, sendo utilizadas como substrato para o
fungo no inicio da infeccdo nas hastes, folhas, vagens e nos peciolos (GRAU; HARTMAN,
2015). Temperaturas em torno de 18-23 °C aliadas a condigOes de alta umidade relativa séo
condicdes que favorecem o desenvolvimento e a incidéncia desse patdgeno (ZANATTA, 2019).

A sintomatologia do mofo branco caracteriza-se por apresentar inicialmente a formacao de
micélios de coloracdo branca e encharcamento dos tecidos afetados (WENDLAND et al.,
2016). Além disso, ha também a ocorréncia de murcha da planta, resultado do apodrecimento
do caule causado pelo fungo. Em seguida, podem ocorrer outros sintomas em folhas, hastes e
vagens, como a formacdo de manchas encharcadas, seguidas por crescimento de micélio branco
e cotonoso, além da formagcao de numerosos esclerédios (PAULA JUNIOR et al. 2018). Em
situaces de alta incidéncia, a planta pode amarelecer, secar e morrer (WENDLAND; JUNIOR;
FARIA, 2018).

O fungo pode ser disseminado por distintos mecanismos, desde implementos e maquinario
agricolas infestados, solos contaminados, plantas invasoras, genotipos suscetiveis, restos
culturais, vento e por sementes, sendo essa a principal fonte de indculo primario da doenca
(GRABICOSKI, 2012; HENNEBERG et al., 2012). Haddad et al. (2017) ressaltam que o0 mofo-
branco estd entre uma das principais doencas limitantes a producdo de culturas como soja e
feijéo.

Segundo Souza (2012), S. sclerotiorum é considerado um dos patdégenos mais devastadores de
espécies vegetais, sendo apontado por Peripolli, Martinelli e Delatorre (2018) como um fungo
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fitopatogénico altamente agressivo. Esse organismo esta difundido por todo o pais,
especialmente nas principais regides produtoras (ROCHA et al., 2018). Devido a capacidade
de formar estruturas de resisténcia associado ao seu vasto nimero de espécies hospedeiras, 0
controle dessa doenca torna-se bastante dificil, tornando-a um sério problema para a agricultura
nacional (GRABICOSKI, 2012).

Diferentes medidas de controle sdo recomendadas para o manejo do mofo-branco, entretanto, a
aplicacdo dessas, de modo isolado, ndo séo suficientes no controle da doencga, sendo necessario
0 uso de praticas de maneira simultanea para se tornarem mais eficientes (PEREIRA et al.,
2013). Dentre essas medidas, a primeira a ser executada para o controle desse patdgeno baseia-
se no principio da exclusdo, buscando-se fazer todo o possivel para impedir a entrada do
patdgeno em &reas onde a doenca ainda ndo foi observada (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Ademais, a utilizacdo de sementes sadias, tratadas, certificadas e de procedéncia conhecidas,
bem como a limpeza dos implementos agricolas e a busca em evitar condi¢des climaticas que
favorecam o desenvolvimento do fungo sdo outras medidas recomendadas (BARBOSA;
GONZAGA, 2012). Além disso, a utilizacdo de praticas como o controle cultural com formacao
da palhada para o sistema de plantio direto e o controle bioldgico com antagonistas sdo outras
medidas viaveis (GORGEN et al., 2009). A utilizacdo de fungicidas foliares é uma das
principais medidas de controle da doenca, sendo adotada para proteger as plantas da infeccao
pelo patdégeno (MEYER et al., 2018).

2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais - Campus Almenara, localizado no municipio
de Almenara-MG, que se encontra nas coordenadas 16°13°47.56” S de latitude e 40°44°32.27”
W de longitude, com elevacdo 269 m. De acordo com a classificacdo climatica de Koppen e
Geiger, o clima do municipio é classificado como Aw (tropical de savana), caracterizado por
inverno seco e verao chuvoso, com pluviosidade média anual de 877 mm, e temperatura média
do ar de 22,1°C (REBOITA et al., 2015).

Foram utilizados dois isolados de S. sclerotiorum, UFLA 22 e 0 UFLA 154, caracterizados
morfologicamente e molecularmente (ABREU, 2011), cedidos pela UFLA. Para o isolamento,
inicialmente, realizou-se a descontaminacdo dos esclerddios pela sua imersdo, de maneira
sequencial em hipoclorito de sodio a 4% por 4 minutos e etanol 70% por 2 minutos, sendo
lavados duas vezes em A&gua destilada esterilizada. Cada placa de Petri, contendo
aproximadamente 20 mL do meio de batata-dextrose-agar (BDA), recebeu um esclerodio que
foi colocado no centro da placa. A fim de obter uma maior uniformidade em meio BDA,
multiplicou-se cada isolado por duas vezes (repicagem). A repicagem foi realizada, retirando-
se um disco de micélio do fungo da placa anterior, e esse foi disposto no centro da placa
contendo meio BDA, para posterior avaliag&o.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
(2 x 3), constituido por dois isolados (UFLA154 e UFLA22) e trés regimes de luz/temperaturas:

37

RECITAL - Revista de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Almenara, v. 5, n. 1, jan./abr. 2023.
ISSN: 2674-9270. Disponivel em: https://recital.almenara.ifnmg.edu.br/index.php/recital



https://recital.almenara.ifnmg.edu.br/index.php/recital

W/ \M SOUSA, V. P. etal.

01: Escuro em geladeira (temperatura de aproximadamente 4°C); 02: Fotoperiodo e temperatura
ambiente (fotoperiodo de aproximadamente 12h); 03: Escuro e temperatura ambiente com 3
repeticBes. Trés dias apds a segunda repicagem, avaliou-se o crescimento micelial por meio da
medicdo radial (média de dois eixos ortogonais), com o auxilio de uma régua milimetrada. A
avaliacdo de producéo dos esclerddios foi realizada aos 20 dias apds a segunda repicagem, pela
contagem do numero de esclerodios (Figura 1).

Figura 1 — Producéo de esclerddios em isolado
UFLA 154 em fotoperiodo e temperatura ambiente.

Fonte: Arquivo pessoal, Danuza Souza, 2020

As médias dos dados obtidos foram submetidas a analise de variancia, e comparadas utilizando
o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas
através do Programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se o crescimento micelial, percebe-se que houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os tratamentos de cada fator, assim como a interacdo Isolado x Regime de
Luz/Temperatura também foi significativa (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resumo da anélise de variancia do crescimento micelial de diferentes isolados de S.
sclerotiorum em fung&o de diferentes regimes de luz/temperatura em meio BDA.

FV G.L. QM
Isolado 1 14,760556 *
Regime de Luz/Temperatura 2 89,883472*
Isolado x Regime de Luz/Temperatura 2 3,750139 *
Erro 12
CV(%) 10,43
Média Geral (cm) 4,46

*Média de trés repeticdes. (Regime de Luz/temperatura: 1: Escuro e Temperatura a 4 °C; 2: Fotoperiodo
e Temperatura ambiente, e 3: Escuro e Temperatura ambiente). FV: Fator de variacdo; G.L.: Grau de
liberdade; QM: Quadrado médio; CV: Coeficiente de variacao.

Fonte: Autoria prépria, 2022

A significancia da interagdo mostra que houve uma interdependéncia entre os dois fatores, e
por isso, as médias sdo analisadas de acordo com os desdobramentos apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Influéncia dos regimes de luz/temperatura no crescimento micelial de isolados de S.
sclerotiorum em meio BDA.

Crescimento Micelial (cm)*
Isolados de S. sclerotiorum

Regime de Luz/Temperatura UFLA22 UFLA154
01 0,00 Aa 0,00 Aa
02 5,00 Ab 7,91 Bb
03 5,66 Ab 8,18 Bb

*Média de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mailscula no sentido horizontal e
minuscula no sentido vertical, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
(Regime de Luz/temperatura: 01: Escuro e Temperatura a 4 °C; 02: Fotoperiodo e Temperatura
ambiente, e 03: Escuro e Temperatura ambiente).

Fonte: Autoria prdpria, 2022.

Para producdo de esclerddios de S. sclerotiorum ndo houve diferenca significativa no fator
isolado (Tabela 3), no entanto, apresentou diferenca significativa no regime de luz e na
interacdo Isolado x Regime de Luz/Temperatura e por isso as médias foram analisadas
conforme os desdobramentos exibidos na Tabela 4.
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia da producéo de esclerddios de diferentes isolados de S.
sclerotiorum em fung&o de diferentes regimes de luz/temperatura em meio BDA.

FV G.L. QM
Isolado 1 133.388889™
Regime de Luz/Temperatura 2 3116.166667*
Isolado x Regime de Luz/Temperatura 2 663.722222*
Erro 12
CV (%) 46,41
Média Geral 26,16

*Média de trés repeticbes (Regime de Luz/Temperatura: 01: Escuro e Temperatura a 4 °C; 02:
Fotoperiodo e Temperatura ambiente, e 03: Escuro e Temperatura ambiente). FV: Fator de varia¢do;
G.L.: Grua de liberdade; QM: Quadrado médio; CV: Coeficiente de variagao.

Fonte: Autoria prdpria, 2022.

Tabela 4 - Influéncia dos regimes de luz/temperatura na producgéo de esclerddios de diferentes isolados
de S. slcerotiorum em meio BDA.

Numero de Esclerédios*

Isolados de S. sclerotiorum

Regime de Luz/Temperatura UFLA22 UFLA154
01 00,00 Aa 00,00 Aa
02 27,33 Ab 56,00 Bb
03 43,00 Ab 30,66 Bb

*Média de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mailscula no sentido horizontal e
minuscula no sentido vertical, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
(Regime de Luz/Temperatura: 01: Escuro e Temperatura a 4 °C; 02: Fotoperiodo e Temperatura
ambiente, e 03: Escuro e Temperatura ambiente).

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Tanto para o crescimento micelial quanto para producdo de esclerddios ndo houve diferenca
significativa no regime 01 (Escuro e Temperatura 4°C) entre os isolados avaliados, uma vez
gue nenhum deles apresentou desenvolvimento nestas condi¢oes (0,0 cm e nenhum esclerddio).
Isso j& era esperado, pois 0s fungos, em sua maioria, tém preferéncia por temperaturas medianas
para crescimento. Como ndo ocorreu desenvolvimento do fungo nestas condicGes, ndo houve
tambem produgéo de esclerodios. Entretanto, este regime se difere dos regimes 02 e 03. Estes
resultados se assemelham aos obtidos por Garcia et al. (2012) que ao avaliarem o crescimento
micelial de isolados de S. sclerotiorum sob diferentes temperaturas e regimes de luz,
verificaram gque a temperatura de 25 °C favoreceu o crescimento micelial de todos os isolados
e que o regime de luz, de modo geral, ndo influenciou no crescimento. Ao avaliarem o
crescimento micelial de Mycosphaerella fragariae em diferentes regimes de luminosidade,
Schneider e Nozaki (2013) verificaram que n&o ocorreu diferenca significativa no crescimento
micelial nas diferentes condi¢des de luminosidade (escuro e fotoperiodo alternado 12 horas
claro e 12 horas escuros).

Utilizando-se temperatura ambiente, independentemente do fotoperiodo, o isolado UFLA154,
apresentou crescimento micelial superior ao UFLA22. Para numero de esclerodios, houve uma

40

RECITAL - Revista de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de Almenara, v. 5, n. 1, jan./abr. 2023.
ISSN: 2674-9270. Disponivel em: https://recital.almenara.ifnmg.edu.br/index.php/recital



https://recital.almenara.ifnmg.edu.br/index.php/recital

Crescimento micelial e producéo de esclerddios de isolados de Sclerotinia sclerotiorum

/ \ sob diferentes regimes de luz e temperatura.

superioridade no regime 02 para o isolado UFLA154 e no regime 03 para isolado UFLA 22
(Tabelas 2 e 4).

Fica evidente quando se compara as caracteristicas avaliadas nos regimes 01 e 03, que utilizam
0 escuro total e variam apenas na temperatura (4 °C no regime 01 e temperatura ambiente no
regime 03) que a temperatura tem maior influéncia que o fotoperiodo no crescimento micelial
e producdo de esclerddios. 1sso pode ser evidenciado a partir dos dados obtidos por Domingues
et al. (2016). Ao avaliarem o crescimento de isolados de S. sclerotiorum, encontraram maior
crescimento micelial em temperaturas de 22 °C, o que enfatiza que temperaturas ambientes
proporcionam melhores condi¢des para o desenvolvimento do fungo. Esses dados também
estdo de acordo com os encontrados por Gomes (2013) que verificou um maior numero médio
de esclerddios, nas temperaturas de 20 e 30° C, ressaltando assim que a temperatura contribuiu
para melhor producdo dos esclerddios, como foi observado nesse experimento.

Em trabalhos futuros de crescimento e producdo de esclerédios desse fungo, para fins de
utilizacdo pratica em pesquisas, o regime 02 e o isolado ULFA 154 poderiam ser tranquilamente
indicados, uma vez que proporcionou maior crescimento micelial e maior ndmero de
esclerodios. Tal regime pode ser considerado o mais simples em relacdo aos demais, uma vez
que ndo exige utilizacdo de BOD para controle de temperatura e fotoperiodo.

CONCLUSAO

O UFLA154 apresentou maior crescimento micelial e maior nimero de esclerddios em
condicBes de temperatura e fotoperiodo ambientes. Na indisponibilidade de equipamentos
apropriados de controle de luz e temperatura, como uma BOD por exemplo, o crescimento dos
isolados testados do fungo S. sclerotiorum em fotoperiodo e temperatura ambiente é
satisfatorio. A temperatura apresentou maior influéncia que o fotoperiodo no crescimento
micelial e producdo de esclerddios.
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