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RESUMO

A producdoin vitro de in6culo de fungos é requerida em muitos estsdbse epidemiologia e
controle de fitopatdgenos. O objetivo deste trabédihavaliar a producaim vitro de esclerdédios de
Sclerotinia sclerotiorumem dois regimes de luz. Para a obtencdo de esidserdatiscos de agar
contendo micélio deé&. sclerotiorum(L-21-01) foram transferidos para frascos Erlenmg@&0

mL) contendo arroz parbolizado (15 g/frasco). Egusia, os Erelenmeyer (5 frascos por regime
de luz) foram mantidos por oito dias a 25°C e stidoe a dois regimes de luz (0 e 12 horas de
luz). ApGs este periodo, o0 meio sélido contendesuerddios formadas vitro foi removido para
separacdo manual dos esclerédios obtidos. Ap0da30de exposicdo em bancada para secagem
natural até peso constante, foram quantificadasneeno total, a massa de esclerddios formados por
Erlenmeyer e a massa de uma unidade produzidaol@das L-21-01 foi indiferente quanto ao
regime de luz para a produc#o vitro de esclerédios (unidades). O regime de 12 h de luz
proporciona maior massa total e individual de esdies, quando comparado ao regime de 0 h de
luz.

Palavras-chavefisiologia de fungos, mofo branco, producdo massal.

ABSTRACT

In vitro production of fungal inoculum is request many studies about the epidemiology and
control of plant pathogens. The objective of thisdg was to evaluate tha vitro production of
sclerotia ofSclerotinia sclerotiorununder two light regimes. Aiming to obtain scleagtagar plugs
containing mycelium o8. sclerotiorum(L-21-01) were transferred to Erlenmeyer flasksO(2aL)
containing parboiled rice (15 g per flask). Thdme Erelenmeyer (5flasks per light regime) were
maintained during eight days at 25°C and subjettedvo light regimes (0 and 12 hours of
light).After this period, the solid medium contaigithe sclerotia formed in vitro were removed for
manual separation of the obtained sclerotia. A3tedays of exposure on bench for natural drying
until constant weight, it were quantified the tataimber, the sclerotia mass formed by Erlenmeyer
and the mass of a produced unit. The isolated DR tas indifferent to the light regime for in vitro
production of sclerotia (units).The regime of 1Rght, provides higher total and individual mass of
sclerotia when compared to the regime of O h light.

Key-words: fungal physiology, white mold, mass production.
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INTRODUCAO
A producéo artificial de esclerédios de.
O fungo Sclerotinia sclerotiorum(Lib.) de sclerotiorumrequer técnicas especiais (Ferraz
Bary, agente causal do mofo branco em & Café Filho, 1998) e, além disso, a producao
diversas culturas, se encontra disseminado emem larga escala no laboratério € necessaria
areas do Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordestgara realizacdo de trabalhos envolverio
do Brasil, principalmente em regides de climas sclerotiorump onde meétodos eficientes e
temperados e umidos (Juliatti et al., 2013). praticosdevem ser desenvolvidos para a
Existem 1915 registros de ocorréncia 8e obtencaan vitro de esclerddios (Garcia et al.,
sclerotiorum em diversos hospedeiros no 2012).Assim, como parte de um projeto
mundo, sendo 53 erRhaseolus vulgarid.. almejando realizar varios estudos com este
(Farr & Rossman, 2015). Em condi¢bes fungo (Carvalho et al., 2015),
climaticas favoraveis, este fungo apresenta o
desenvolvimento de um micélio branco com OBJETIVO
aspecto cotonoso, podendo causar lesGes por
toda parte da planta, tais como caule, haste,O objetivo deste trabalho foi avaliar a
folnas e vagens, dificultando o controle do producéo in vitro de esclerédios deS.
mofo branco nas culturas atacadas sclerotiorumem dois diferentes regimes de
(Amoozadeh et al., 2015; Du et al.,, 2014). luz.
Como consequéncia, ocorre durante o processo
infectivo a producdo de grande quantidade de MATERIAL E METODOS
esclerédios, que sdo as estruturas de
resisténcia do patégeno formado pelo O isolado L-21-01 foi obtido a partir de
adensamento de hifas (Agrios, 2005). esclerddios removidos de plantio de feijao
Pérola em area experimental da Universidade
Muitos sé@o os trabalhos que dependem de Estadual de Goias (UEG), Ipameri.
producdo de inoculo do patogeno-alvo para
avaliar a viruléncia de isolados (Carvalho et Para o isolamento, os esclerédios colhidos no
al., 2008) ou mesmo reproduzir os sintomas dacampo foram encaminhados para o
doenca em testes visando seu controle Laboratorio de Fitopatologia da UEG e,
(Carvalho et al., 2014), uma vez que muitos semeados em placas de Petri contendo meio
patdégenos ndo estdo disponiveis na naturezaBatata Dextrose Agar (BDA). Apés sete dias
durante o ano todo. Assim, invariavelmente, de cultivo, uma placa exibindo micélio &
torna-se necesséria a producio vitro de sclerotiorumfoi selecionada para subsequentes
inoculo de patogenos. Entretanto, muitos sao repicagens até obtencédo do isolado purificado
os fatores que interferem nesta producdo deem 07-05-14. Para a obtencéo de esclerddios,
in6culo, tais como fatores fisicos (agua, luz e discos de agar (5 mm de diametro) retirados de
nutrientes) ou adicdo ao meio de cultura de culturas do isolado L-21-01, com sete dias de
componentes sintéticos especificos para cultivo, foram transferidos para frascos
favorecer crescimento (Gorgen et al.,, 2010; Erlenmeyer de 250 mL de capacidade (6
Ponmurugan et al., 2010). Esclerodios $le  discos/frasco), contendo arroz parbolizado (15
sclerotiorum s&do abundantes apenas nas g/frasco), previamente umedecido (60% ) v
estacdes chuvosas ou quando a cultura ée autoclavado (121° C; 40 min) (Carvalho et
conduzida sob sistema de irrigacdo (Geraldine al., 2011). Os frascos foram mantidos em
et al.,, 2013). Assim, fora dessas épocas ouincubadora BOD a 25° C e submetidos a dois
condicdes, é dificil a obtencdo de estruturas deregimes de luz (a) fotoperiodo de O hora e (b)
resisténcia deste fungo, o0 que inviabiliza 12 horas de luz. Apds oito dias de incubacéo, a
pesquisas com esclerédios, quando se almejamassa de arroz colonizada foi retirada. A
usa-los para testes com fungicidas, por remocdo dos esclerodios formados foi
exemplo (Vrisman et al., 2014). realizada em agua corrente. Ap0s completa
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remocao, os esclerédios foram deixados em

bancada por 10 dias para secagem natural e RESULTADOS E DISCUSSAO

logo apés, foram quantificados o numero total

e a massa (mg) de esclerddios formados em 15Com relacdo ao numero de esclerddios de L-

g de arroz parbolizado, além da massa média21-01 produzidos em 15 g de meio sélido

(mg) de um esclerdédio. (arroz parbolizado), ndo houve diferenca entre
os regimes de luz (Tabela 1). Com relacdo a

Os experimentos foram realizados duas vezes,massa de esclerédios produzidos, a maior

contando com 5 repeticOes (Erlenmeyer) para producéo total foi verificada no regime de 12 h

cada regime de luz avaliado. Todos os dadosde luz (2672,0 mg) em comparacdo com O

foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk regime de 0 h de luz (1595,0 mg). De forma

para checar a normalidade. Em seguida, osanaloga, a massa média de um (1) esclerddio

resultados relativos a producdo vitro de produzido no regime de 12 h de luz foi

esclerodios foram submetidos ao teste de testatisticamente maior (16,9 mg) do que no

(P<0,05), com auxilio do programa SISVAR regime de O h de luz (13,1 mg).

5.3 (Ferreira, 2011).

Tabela 1.Producéo de esclerddios 8elerotinia sclerotiorun{L-21-01) submetidos a 0 h e 12 h

de luz fluorescente.
Table 1.Production ofSclerotinia sclerotiorunfL-21-01) sclerotia under 0 h and 12 h of fluoregdight

Regime de Luz Numero de Massa (mg) de Massa (mg) de
esclerddios esclerodios um esclerddio
0 hora de luz 117,0 a* 15950 b 13,1b
12 horas de It 159,8 a 2672,0 a 16,9 a
Coeficiente de Variacéo (%) 27,70 25,64 12,05

* = Valores seguidos pela mesma letra ndo difgreln teste de t ®,05)

De forma oposta, Serra e Silva (2005) eventuais microrganismos contaminantes
obtiveram maior producdo de esclerddios de (Napoleéo et al., 2006).

Sclerotium rolfsii (isolado SR3) em meio

solido batata-dextrose-agar (BDA) no regime Com relagdo a massa de esclerédios
de 12 h de luz (a 25°C) (844 esclerddios por produzidos em meio sélido, maior producao
placa de Petri) em comparacdo ao regime detotal foi verificada no regime de 12 h de luz
auséncia de luz (525 esclerodios por placa deem comparagdo com o regime de 0 h de luz.
Petri). Eventual diferenca nos resultados De forma analoga, ao estudar outro fungo do
encontrados na Tabela 1 em comparacdo afilo Ascomycota, Teramoto et al. (2013),
Serra e Silva (2005) pode ser explicada pelo verificaram que maioria dos isolados de
fato de o experimento co@. rolfsii ter sido Corynespora cassiicol§71% de 14 isolados
conduzido em placas de Petri, as quais avaliados) nao apresentaram maior
possuem proporcionalmente grande area crescimento de micélio quando submetidos ao
superficial, ocorrendomaior penetracdo de luz escuro. O que se conhece sobre a influéncia de
nas colbnias fungicas em comparacdo comluz é que este fator fisico estimula a
Erlenmeyer, onde a penetracdo de luz em seuesporulacdo de alguns fungos Hyphomycetes
interior € menor. Em caso de igualdade no (Teixeira et al., 2002). Entretanto, ndo existem
namero esclerddios produzidos em meio informacgfes suficientes sobre estudos para
soélido, quando em diferentes regimes de luz, produgéo de conidids vitro (Carvalho et al.,
sugere-se optar pela producdo no escuro, pois2008) e nem mesmo producao de estruturas de
o fungosS. sclerotiorummao tem o crescimento  resisténcia de fungos. O que se pode inferir
micelial alterado (Tabela 1), além de que a sobre a producdo de esclerédios é que esta é
auséncia de luz dificulta o desenvolvimento de dependente da producédo abundante de micélio,
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uma vez que os esclerddios $lesclerotiorum

Universidade Estadual de Goias (UEG) por

se originam do adensamento de hifas (Agrios, uma bolsa de produtividade em pesquisa.
2005).
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