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INFLUENCIA DO SOLO E DE SUBSTRATOS PARA PRODU(;AO
DE ESCLERODIOS NA GERMINA(;AO CARPOGENICA
DE <clerotinia sclerotiorumt

GesiméariaRibeiro Coste? e Jefferson Luisda SilvaCosta®

ABSTRACT

INFLUENCE OF SOIL AND SUBSTRATES ON
SCLEROTIUM PRODUCTION IN THE CARPOGENIC
GERMINATION OF <lerotinia sclerotiorum

In order to select the best substratum for production of
sclerotia and a soil for carpogenic germination, two substrata,
rice husks and carrots, and two samples of a Dark Red L atossol
with contrasting histories— cropped soil with bean under central
pivot irrigation, and uncropped soil —were used. Both substrata
were efficient for sclerotia production. However, sclerotia
produced on rice husksformed larger numbers of apotheciawhen
buriedin soil. Soil history affected the carpogenic germination of
sclerotia significantly. The uncropped soil showed suppressive
characteristics, indicated by a delay in the appearance of the
stipes, slow apothecia formation, and smaller number of stipes
and apothecia formed, as related to the cropped soil.

RESUMO

Com objetivo de encontrar um substrato que forneca
uma quantidade suficiente de esclerddios do fungo Sclerotinia
sclerotiorum e um solo que permitiaa sua germinagéo, utilizou-
Se 0s substratos arroz em casca e cenoura, para producéo de
esclerédios, eamostras de solo, L atossol o Vermel ho-Escuro, com
doishistéricosde cultivo: um cultivado com feij&o sob condi¢Oes
de pivd central e outro ndo cultivado. Observou-se que ambos
substratos foram eficientes para produgdo dos esclerddios,
entretanto, os esclerddios produzidos em substrato a base de
arroz em casca originaram maior nimero de apotécios quando
enterrados nos solos. Houve influéncia do histérico de solo na
germinagdo carpogénica dos esclerddios. O solo ndo cultivado
apresentou caracteristicas supressivas evidenciadas pelo
retardamento do aparecimento de estipes e formacdo maislenta
dos apotécios, além dareducdo do nimero de estipes e apotécios
formados, em relagéo ao solo cultivado.

KEY WORDS: supressiveness, conduciveness, Phaseolus
vulgaris.

INTRODUGCAO

A cultura do feijoeiro vem sofrendo grandes
transformagdes no seu sistemade cultivo. Nadécada
de 1980, com o advento da irrigagdo, essa cultura
destacou-se como uma nova opgao para a safra de
inverno (Aidar & Ferreira 1996). Hoje, o feijoeiro
comum é cultivado em trés safras por ano, em todos
0s estados da Federagcdo em um expressivo nimero
de estabelecimentos, sob diferentes estratos de
propriedade e variados sistemas de producé&o (Costa
& Pinheiro 2005). Entretanto, aincidéncia e a seve-
ridade do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum

PALAVRAS-CHAVE: supressividade, conducividade, Phaseolus
vulgaris.

(Lib.) de Bary) tém aumentado devido as condi¢des
de ambiente serem favoréveis ao desenvolvimento
dadoenca (Vieira 1988).

O fungo S sclerotiorum forma estruturas de
resisténcia chamadas esclerédios, que podem
sobreviver no solo por varios anos na auséncia de
hospedeiros ou em condi¢des desfavoraveis para o
seu desenvolvimento (Coley-Smith & Cooke 1971).
Os esclerddios desempenham papel muito importante
no ciclo de vida de S sclerotiorum, visto que sao
precursores dos apotécios, onde sdo formados 0s
ascosporos que, em condicdesideai s, podem infectar
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ofeijoeiro, principalmente pelasflores. Asfloresdo
feijoeiro servem como fonte bésicade nutrientes para
iniciar asinfegdes por esporos (Huinter et al. 1978).

Vérios fatores influenciam a germinacéo dos
esclerddios desse fungo, tais como: os nutrientes do
substrato no qual o esclerédio éformado, aidade dos
esclerédios, os fatores ambientais como umidade,
temperatura, luz, pH do solo, aeracdo e a
profundidade naqual o esclerddio seencontrano solo
(Willets& Wong 1980, Phillips 1987).

Véarios meios de cultura para a producéo de
esclerddios ja foram testados, mas poucos desses
trabalhos tém relacionado a sua capacidade de
formacao de apotécios, quando incorporados ao sol 0.
Prasad et al. (1988) cultivaram esclerddios de S.
sclerotiorum em meios de gar com extratos de
sementes de coentro, "omum", feijdo-rajmaefeijdo-
de-corda, observando maior producado de esclerddios
no meio contendo feijdo-de-corda e, nenhum
esclerédio, em meio contendo extrato de coentro.
Fernandes et al. (1993) estudaram meios a base de
vegetai s, como: cenoura, mandioquinha-salsa, repolho,
alface, vagem de feijdo e BD (batata-dextrose)
misturados ou ndo com fubé de milho. Estes autores
observaram que os melhores meios foram aqueles
compostos de repolho e cenoura. Todos 0s meios
contendo fub& promoveram maior producédo de
esclerddios que os seus correspondentes sem fuba.

Meiosde culturaabasede aveia, sorgo, feijao,
cenoura, batata, cenoura+ batata, com adi¢do ou ndo
de fubd, foram estudados por Ferraz & Café Filho
(1998) para producdo de esclerddios e posterior
formac&o de apotécios de S sclerotiorum. Esses
autores concluiram que nem todos 0s meios que
favoreceram a formacéo de esclerddios foram bons
para producdo de apotécios. Esclerddios produzidos
em meios ricos em carboidratos desfavoreceram a
formag&o posterior de apotécios. Menor nimero de
esclerddios foi obtido usando-se 0 meio de cenoura
e, geralmente, os meios sem adi¢do de fuba
resultaram em boa producéo de apotécios.

Rios et al. (1996) estudaram os meios a base
de sorgo, arroz, milho, trigo e fuba de milho, paraa
producdo de esclerddios de S. sclerotiorum, em
laboratério. Concluiram gque nos meios a base de
gréos de sorgo e arroz houve os maiores nimeros de
esclerddios, seguidos dos meios a base de gréos de
milho. Ademais, nosmeios abase de gréosdetrigo e
fuba de milho houve as menores quantidades de
esclerodios. As maiores producdes de esclerédios,

em gramas, foram observadas nos meios a base de
graos de sorgo, seguidos dos de arroz e milho.

Patterson & Grogan (1989) também testaram
agerminacao miceliogénicade esclerddios produzidos
em diferentes meios de cultura. Eles obtiveram alta
germinagdo de esclerddios quando estes foram
produzidos em meios contendo batata ou cenourae,
pequenaou nenhumagerminagdo, quando produzidos
em meio contendo aveia, sorgo ou meio de agar.

O estudo desses fatores, principalmente os
relacionados com o0 solo, é de granderelevancia, uma
vez que aproximadamente 90% do ciclo de vida de
Sclerotinia spp. ocorre no solo (Adams & Ayers
1979). A variagdo na incidéncia das doencas em
certos solos vem sendo estudada ha algum tempo,
reconhecendo-se, atualmente, o potencial de solos
supressivos como alternativa de controle de doengas
causadas por fungos que sobrevivem saprofiticamente
no solo (Schneider 1982).

O reconhecimento dos solos supressivos
estimulou uma nova busca por mecanismos de
controle natural de doencas. 1sso é de particular
importancia no manejo de muitos patégenos de solo
paraos quai s 0s métodos de controle como resisténcia
do hospedeiro ou tratamento quimico sdo inviaveis
(Pozzer & Cardoso 1990).

A supressividade de um determinado solo &,
geralmente, detectada pela presenca de uma menor
populacéo de patdgenos em relagcdo a um outro solo
com caracteristicas opostas, conhecido por solo
conducivo (Hornby 1983). Apds a constatagdo de
gue um sol o apresenta supressividade natural, passa-
se a questionar qual é o mecanismo que envolve o
fendmeno. E evidente que os fatores fisicos e
guimicos que afetam a microbiologia do solo estao
associados a esse fenbmeno (Pozzer & Cardoso
1990). Tratamentos que destroem ou reduzem a
atividade biol 6gica dos solos, transformando-os em
conducivos, evidenciam aimportanciadestaatividade
no processo (Pozzer & Cardoso 1990).

Diante danecessidade de produzir esclerédios
e apotécios em grande quantidade para ensaios em
laboratério, casa de vegetacdo e ensaios de campo,
0 presente trabal ho teve por objetivo estudar o efeito
de dois tipos de substrato para a producgéo de
esclerddios de S sclerotiorum, bem como o efeito
de solo, da classe dos L atossol os Vermel ho-Escuro,
com doishistéricosdecultivo: um cultivado comfeijéo
sob condi¢bes de pivé central e outro ndo cultivado,
sobre a germinagao carpogénica dos esclerédios.



MATERIAL E METODOS

Ossubstratos utilizados foram abase de gréos
de arroz em casca e de cenoura picada. Para o
substrato dearroz utilizou-se 100 g de arroz em casca
e 60 mL de agua destilada, e para o substrato de
cenourautilizou-se 100 g de cenoura picadae 20 mL
de &guadestilada. Os substratos foram colocadosem
erlenmeyersde 250 mL eautoclavados por 20 minutos
a 120°C. Apobs o resfriamento, em camara de fluxo
laminar, dez discos de BDA contendo micélio do
fungo, proveniente deumisolado coletado emfeijoeiro
comum, no municipio deUnai-M G, foram transferidos
para os erlenmeyers. Para a completa colonizacdo
do substrato e formacdo de esclerodios, os
erlenmeyers foram incubados em condigbes de
laboratério (28 + 2°C) por trinta e quinze dias,
respectivamente. Apos este periodo, os esclerddios
formados no substrato de arroz em cascaforam secos
a temperatura ambiente e separados, manua mente,
do substrato de origem. Os esclerédios produzidos
no substrato a base de cenoura foram separados do
substrato de origem através de lavagem em agua
corrente e secos a temperatura ambiente.

Os solosutilizados s8o daclasse dos L atossol os
Vermel ho-Escuro, com dois histéricos de cultivo: um
cultivado com feijdo sob condicdes de pivo central e
outro ndo cultivado. Esse material foi utilizado por 75
dias para estudar a germinacéo carpogénica dos
esclerddios. Ambos sol osforam col etados naFazenda
Experimental Capivara, sede da Embrapa Arroz e
Feijdo, em Santo Antonio de Goiés, GO.

Amostras de 300 g de solo foram colocadas
em caixas gerbox (11 cm x 11 cm x 3,5 cm). Em
seguida, efetuou-se o enterrio de 25 esclerddios do
fungo a profundidade de aproximadamente 2,0 cm.
Ap6s o enterrio, uma léamina de gua de 6,0 mm foi
aplicada por caixa e incubou-se as caixas a
temperatura de 18°C, sob fotoperiodo de 12 h deluz
e 12 h de escuro, por um periodo de 75 dias.

As avaliagtes foram efetuadas contando-se 0
numero de estipes e de apotécios formados por caixa
gerbox. A primeiraavaliacdo foi efetuada aos trinta
diasapbso enterrio e asrestantes, distanciadas quinze
dias entre si até completarem 75 dias de incubacéo.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro repeticbes, em estrutura
fatorial 2x2. Cada caixagerbox correspondeu auma
repeticdo. O ensaio foi repetido duas vezes. Para
andlise estatistica os dados foram transformados em
(x+1)¥2. Osdadosobtidosforam submetidosaanalise
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deregressdo paraverificar sehouve efeito do periodo
de incubagdo dos esclerddios nos solos sobre a
formacao de estipes e apotécios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos matematicos ajustados por
regressdo (Figuras 1 e 2) descreveram satisfa-
toriamente (R? > 0,86) arelacdo entre os dias apos a
incubagdo dos esclerddios nos solos e aformagéo de
estipes ou apotécios, para ambos substratos e
historicos de solo.

Os resultados dessa andlise indicaram haver,
para a formacgéo de estipes (Figura 1), efeito
significativo do periodo de incubagéo (p<0,0001) e
do substrato (p<0,0130). Todavia, o efeito do histérico
do solo utilizado ndo foi significativo (p>0,1094). Foi
observado, também, um efeito significativo do periodo
deincubacdo (p<0,0001) e dos substratos (p<0,0223)
naformacao de apotécios (Figura 2). E, novamente,
n&o foi observado efeito significativo (p>0,4190) do
histérico do solo utilizado.

Quando se utilizaram esclerddios produzidos
no substrato a base de arroz em casca, a formagéo
de estipes e apotécios iniciou-se aos 30 e 45 dias
ap0s a incubacdo dos esclerddios no solo,
respectivamente, em ambos os solos estudados
(Figuras 1 e 2). Nos esclerddios produzidos em
substrato a base de cenoura, a formagao das estipes
se deu somente aos 45 dias apos a incubacdo, para
ambos solos, e a formagado dos apotécios iniciou-se
a0s 45 e 60 dias apds aincubacdo dos esclerédios no
solo cultivado e ndo cultivado, respectivamente
(Figuras1e?2).

B y=01467x +28 (R*=0,93)

= y=-0,0047x? +0,6608x - 13913 (R’ =0,99)
12 A y=-0,0044x" +0,66x - 15,775 (R*=1,0)

e y=-0,0028x" + 0445 - 11,05 (R*= 097)

Nuamero de estipes
®

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Periodo de incubagao no solo (dias)

-~ Solo néo cultivado/Arroz em casca m Solo alltivado/Arroz em casca

@ Solo 4o cultivado/Cenoura A Solo aultivado/Cenoura

Figura 1. Efeito do tipo de solo e periodo de incubagdo no solo
sobreaformagdo de estipesde esclerddiosde Sclerotinia
sclerotiorum, formados em substratos a base de arroz
em cascaou cenoura.
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W y=01349x- 4519 (R?=096)
- y=-0,0033¢ +0,49x- 11475 (R>=0.6)
A y=02717x-845 (R*=0,99)

®  y=0,0006% +0,0117x - 1,05 (R? =0,87)

NUmero de apotécios

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Periodo de incubag&o no solo (dias)

= Solo néo cultivado/Arroz em casca W Solo cultivado/Arroz em casca

@ Solo néo cultivado/Cenoura A Solo cultivado/Cenoura

Figura 2. Efeito do tipo de solo e periodo de incubacéo no solo
sobre a formagdo de apotécios de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum, formados em substratos abase
de arroz em casca ou cenoura.

Os dados referentes ao nUmero médio de
estipes e apotécios produzidos em subtratos a base
de arroz em casca ou cenoura, e incubados em solos
cultivado e n&o cultivado, estdo apresentados na
Tabela 1. No substrato a base de arroz em casca,
observou-se que 0 aumento do nimero de estipes
formadas em esclerédios enterrados em solo
cultivado, em relacdo ao solo ndo cultivado, foi de
mais de quatro vezes, aos 30 dias apos a incubacdo
dos esclerddios no solo; enquanto aos 45, 60 e 75
dias ap0s essa incubacdo houve aumentos de 42%,
39% e 50%, respectivamente.

Apbs 45 dias de incubagdo, o nimero de
apotécios formados em esclerddios enterrados em
solo ndo cultivado foi maior em rel aco aosenterrados
em solo cultivado. Por outro lado, aos60 e 75 diasde
incubacdo, 0 nimero de apotéci osformadosfoi maior
no solo cultivado do que no solo ndo cultivado,
registrando-se aumentos de aproximadamente 52%
e 78%, respectivamente.

Quando se utilizou o substrato a base de
cenoura, observou-se que 0s nimeros de estipes
formadas aos 45, 60 e 75 dias apbs aincubacéo, no
solo cultivado em comparag&o ao solo ndo cultivado,

Tabela 1. Numero médio de estipes e apotécios de Sclerotinia
sclerotiorum, formados em subtratos a base de arroz
€m casca ou cenoura, e incubados em solos cultivado
(SC) endo cultivado (SNC).

i dias ap6s aincubacé
Tipode oo ESTUUA apo bacéo

solo do fungo 20 75 50 75
Estipes 1,75 6,0 9,0 9,0

| SNC AMOZ aoietios 00 45 525 675
Estipes 75 8,5 12,5 135

X AT apotecios 00 325 80 120

SNC Cenoura Estipes 0,0 2,75 6,25 6,

Apotécios 0,0 1,01 3,25 6,0

foram superiores em 82%, 24% e 35% respec-
tivamente; e 0 niUmero de apotécios apresentou
aumentos respectivos de 100%, 44% e 18%, do solo
cultivado para o ndo cultivado, nesses periodos.

Apesar do arroz nuncater sido relatado como
planta hospedeira do fungo, o substrato a base deste
produto foi o que apresentou a melhor producéo de
esclerodios em relacdo ao substrato a base de
cenoura. Os esclerddios produzidos nesse meio
apresentaram maior formac&o de estipes e apotécios,
em ambos solos, sendo que, em geral, para 0 solo
cultivado esse aumento foi ainda maior (Figura 3).
Em trabalhos anteriores, Rios et al. (1996) relatam
que os meios de gréos de sorgo e de arroz promo-
veram os maiores nimeros de esclerédios, seguidos
dos meios de gréos de milho.

Outro aspecto importante do substrato a base
de arroz em casca, também observado por Ferraz
(1996), utilizando o substrato sorgo, foi adificuldade
em separar os esclerédios do meio de origem. Essa
dificuldade maior de separagdo dos esclerodios
produzidos no substrato arroz em casca decorre da
grande aderénciados esclerddios aos graos, resultado
da permanéncia de restos de substratos aderidos aos
esclerédios. Segundo esse autora, quando se obtém
esclerddios com o objetivo de utilizé-los paraensaios
de campo ou em condi¢Bes controladas, os
esclerédios coletados com presenca de restos de
cultura podem levar a producéo de esclerodios
secundérios e, consequentemente ao aumento do
inéculo ou as vezes dificultando ou retardando a
formac&o de apotécios.

O substrato a base de cenoura apresentou um
aspecto aquoso proporcionando um ambiente

Figura3. Efeito dostipos solo, ndo cultivado (a) cultivado (b), na
germinaco carpogénica de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum, formados em substrato a base de arroz
em casca (1) ou cenoura(2)



anaerébico enquanto, o substrato abase de arroz em
casca, apresentou um ambiente extremamente seco.
O mesmo ocorreu quando Ferraz & Café Filho (1998)
utilizaram os substratos a base de gréos de sorgo e
cenoura, relatando que para corrigir estes ambientes
€necessario adi¢ao de maior volume de &guaao sorgo
e acréscimo de fuba ao meio cenoura.

CONCLUSOES

1. Ambos substratos foram eficientes para produgdo
de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum,
entretanto, os esclerddios formados em substrato
abase de arroz em cascaoriginaram maior nimero
de apotécios quando enterrados no solo.

2. O tipo de solo influencia na germinagéo
carpogénicade esclerédios S sclerotiorum. O solo
nao cultivado apresenta caracteristicas supressivas
evidenciadas por retardamento do aparecimento
de estipes e formagdo mais lenta dos apotécios,
além de uma reducdo do nimero de estipes e
apotéciosformados, em relagdo ao solo cultivado.
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