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Método para inoculacio de Sclerotium rolfsii em tomateiro’

Inoculation method of Sclerotium rolfsii in tomato

Rosianne Nara Thomé Barbosa?*, Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira’, Katia de Lima Nechet?,
Giovanni Ribeiro de Souza®

Resumo - O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo e concentragdo de indculo mais adequados para induzir a murcha-
de-esclerdcio, sem provocar ferimentos em plantas de tomateiro. Os tratamentos foram: 2, 4, 8 e 16 g de arroz colonizado L
incorporados ao solo; 2, 4, 6 ¢ 8 esclerddios ou discos de micélio depositados na superficie do solo. A utilizagdo de 8 g de arroz
colonizado L' de solo demonstrou ser a concentragdo e o tipo de indculo ideal para experimentos que visem a inocula¢do do
patdgeno sem incitagdo de ferimento. A deposicéo de discos de micélio e esclerddios ndo ocasionaram incidéncia da doenga.

Palavras-chave - Solanum lycopersicum. Lycopersicon esculentum. Produgao de indculo. Fungo de solo.

Abstract - The objective of this work was to determinate type and concentration of inoculum concentration suitable to
inducing southern blight in tomato plants, without causing injury. The performed treatments consisted of 2, 4, 8, and 16 g of
colonized rice grains.L"! soil; 2, 4, 6 and 8 sclerotia or mycelium disks deposited in soil surface. The incorporation of 8 g of
colonized rice grains.L! soil proved to be the type of inoculum concentration ideal for experiments aimed to induce southern
blight with no injury in tomato plants. Deposition of mycelium disks or sclerotia did not result in disease.

Key words - Solanum lycopersicum. Lycopersicon esculentum. Inoculum production. Soilborne fungi.

*- Autor para correspondéncia

'Parte da dissertagdo de mestrado do primeiro autor apresentada a Universidade Federal de Roraima - Programa de Pos-Gradugdo em Agronomia
(POSAGRO) em parceria com a EMBRAPA-Roraima.

Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Estado de Roraima, rosiannethome@click21.com.br

3Bolsista produtividade em pesquisa do CNPq. Embrapa Roraima, BR 174, Km 08, Distrito Industrial, Caixa Postal 133, Boa Vista-RR, Brasil, CEP
69.301-970, halfeld@cpafir.embrapa.br

‘Embrapa Roraima, katia@cpafrr.embrapa.br

SEmbrapa Roraima, giovanni@cpafrr.embrapa.br



R. N. T. Barbosa et al. (2010)

Introducao

A murcha-de-esclerdcio causada pelo fungo
habitante do solo Sclerotium rolfsii Sacc. é uma doencga de
dificil controle (AGRIOS, 2005) que predomina em regides
de clima tropical e subtropical e ocasiona tombamento,
podridao radicular e murcha em mais de 500 espécies de
plantas cultivadas no mundo (PUNJA, 1985).

Apesar da sua importancia, a definicdo de
um método para inoculacdo da doenga visando o
estabelecimento das condigdes experimentais adequadas
para expressdo dos sintomas tipicos em condigdes
mais proximas as que ocorrem em campo nao estd bem
estabelecido. Os métodos usados por diferentes autores tém
sido utilizados sem critérios pré-determinados, havendo
diversas variagdes nos procedimentos de inoculagdo.
Alguns induzem condigdes altamente propicias a infecgao
pelo patdgeno, como deposicdo de esclerodios sobre ou
junto as sementes (MATSUMOTO et al., 2000; BLUM
et al., 2003), ou diretamente em ferimentos provocados
nas plantas (DANTAS et al., 2002). Outros usam fontes
ricas em carbono para promover a infestagdo do solo
com inodculo do fungo, induzindo a ocorréncia da doenga
sem causar ferimentos (FALCAO et al., 2005; FLORES-
MOCTEZUMA et al., 2006) ¢ a deposigdo de discos de
micélio diretamente no colo da planta (PRATT e ROWE,
2002). Portanto, o presente trabalho foi realizado com o
objetivo de determinar qual o tipo e concentragdo de inéculo
mais adequados para induzir a murcha-de-esclerdcio, sem
provocar ferimentos em plantas de tomateiro.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no periodo de maio a
junho de 2007 no Laboratorio de Fitopatologia e em casa-
de-vegetagdo com temperatura controlada a 28-29 °C, na
Embrapa Roraima, Boa Vista, Roraima, Brasil.

Para ajustar a concentragdo de in6culo ideal para
causar a maxima intensidade da doenga, foram utilizados
grdos de arroz colonizados, esclerédios e discos de
micélio. Como padrdo, foi usado o isolado de S. rolfsii
258, obtido de pimentdo e mantido pela Cole¢ao de Fungos
Fitopatogénicos da Embrapa Roraima.

Graos de arroz beneficiados foram submersos em
agua destilada por duas horas e em seguida autoclavados a
120 °C durante 20 min, segundo metodologia adaptada de
Serra e Silva (2005). Posteriormente, foram distribuidos
sobre colonias de S. rolfsii crescidas em placas de Petri
com meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) durante
sete dias em incubadora a 25 °C em regime de fotoperiodo
de 12 horas. Apos este periodo, os graos ja se encontravam
colonizados em sua totalidade.

A produgdo dos esclerddios e discos de micélio foi
feita mediante o cultivo do patégeno, por meio de discos
de micélio de 0,5 cm em placas de Petri com BDA durante
sete dias em incubadora a 25 °C em regime de fotoperiodo
de 12 horas. Os esclerodios foram retirados das colonias e
transferidos para placas de Petri esterilizadas. Ja as colonias
do fungo foram mantidas nas placas para posteriormente
serem retirados os discos de micélio.

Mudas de tomateiro da cv. Santa Clara foram
semeadas em bandejas de isopor com substrato Plantmax®,
sendo transplantadas com raiz nua para vasos plasticos de
0,5 L contendo solo esterilizado quando apresentavam
duas folhas compostas em crescimento.

A infestagdo do solo com esclerddios ou discos
de micélio foi feita depositando-se os propagulos sobre a
superficie do substrato a 1 cm da planta, com 2, 4, 6 ou 8
propagulos por tratamento. Os graos de arroz colonizados
foram incorporados e homogeneizados ao solo antes do
transplante das mudas nas concentracdes de 2,4, 8 ou 16 g
L' de solo, por tratamento. Foram utilizadas 8§ plantas por
tratamento, sendo uma planta por vaso, e as testemunhas
foram constituidas por discos de BDA e graos de arroz ndo
colonizados. Apds a infestagdo, o solo foi irrigado uma
vez ao dia.

As avaliagdes foram realizadas até 14 dias apos
a infestagdo do solo, contabilizando-se diariamente as
plantas com sintomas de necrose e constrigdo do colo
devido a murcha-de-esclerocio. Os resultados foram
analisados por analise de regressio (MADDEN et al.,
2007) utilizando-se os pacotes estatisticos SigmaPlot 8.02
e Microsoft Excel 2000.

Resultados e discussao

Os Tnicos tratamentos em que houve incidéncia
da doen¢a foram os inoculados com arroz beneficiado
colonizado. Os experimentos com a deposi¢do de discos
de micélio e esclerddios foram repetidos, mantendo-se
os resultados de insucesso destes propagulos como fonte
de in6culo para as condigdes experimentais. A incidéncia
da doenga em funcdo da concentragdo de indculo no solo
foi ajustada ao modelo monomolecular (HARTMAN
et al., 1999), segundo a equagdo: y= 96,2748*(1-exp(-
0,2877*x)), com R? = 0,96 (Figura 1). Verifica-se que
a partir da concentragdo de 8 g L' ha uma tendéncia
de estabiliza¢do da curva, atingindo o valor maximo de
incidéncia da doenga.

A comparagdo das dissimilaridades estatisticas
das retas realizada por Teste t (NUTTER Jr., 1997;
MADDEN et al., 2007), demonstrou diferencas entre os
valores de intercepto. Este parametro indica a estimativa
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Figura 1 - Incidéncia da murcha-de-esclerécio em fungdo da
concentragdo de graos de arroz colonizados.

da incidéncia inicial da doenca. Na Tabela 1 observa-se
que, as concentragdes de indculo de 8 g e 16 g de arroz
colonizado L' de solo, proporcionaram intensidade de
doenga inicial superior a 2 g L', logo esta concentragdo
demanda maior periodo para que uma epidemia se inicie.
Para o coeficiente angular da reta, que corresponde a
taxa de progresso da doenga (MADDEN et al., 2007),
observa-se que ha diferenca estatistica entre os valores das
concentragdes de 8 e 2 g de indculo L' de solo (Tabela 1).
Portanto, a concentragdo de indculo de 8 g L' apresenta
incidéncia maior em um mesmo periodo de tempo, quando
comparado a 2 g L' e, por conseguinte, uma maior taxa de
progresso da doenga.

Os dados da incidéncia da doenga em fungdo da
concentragdo de indculo aos 14 dias apods a infestagdo do
solo demonstra que existe uma tendéncia em se atingir o

maximo da incidéncia da doenga em concentragdes a partir
de 8 g de arroz colonizado L' de solo, corroborando com
os dados observados nas analises de regressao linear.

Os resultados para o uso de arroz colonizado
como substrato para inoculagdo de S. rolfsii podem ser
comparados com os obtidos por Falcdo et al. (2005), que
verificaram que 5 g de arroz colonizado kg™ de solo foi um
dos substratos mais eficientes para avaliar a intensidade
da murcha-de-esclerécio em soja, acarretando em 100%
de mortalidade. Entretanto, isso ndo ¢ verificado quando
utilizadas 4 g de arroz colonizado kg de solo para avaliar
a incidéncia em tomateiro. Essa concentragdo ocasionou
60% de mortalidade apds 14 dias de inoculagao.

Matsumoto et al. (2000) e Blum et al. (2003)
verificaram que dois esclerddios junto e sobre sementes de
feijoeiro proporcionaram incidéncia da doenga variando
entre 51 a 72% e de 12 a 94%, respectivamente. Dantas et
al. (2002) constataram que 10 esclerddios sobre o colo de
feijoeiro levemente ferido foram suficientes para causar
a doenca. Porém, em tomateiro, depositados de dois a
oito esclerddios a 1,0 cm do colo da planta, ndo houve
ocorréncia da doenca, demonstrando uma discordancia
com os resultados obtidos por Matsumoto et al. (2000),
Dantas et al. (2002) e Blum etz al. (2003).

Resultados obtidos para o método de infestagdo do
solo com discos de micélio mostraram-se semelhantes aos
observados em soja por Falcdo et al. (2005). Em ambos
os experimentos, ndo houve mortalidade de plantas apds
14 dias de inoculagdo, indicando que as concentragdes ¢
o tipo de indculo ndo sdo os mais adequados para avaliar
a incidéncia da doenca nas duas culturas estudadas. Além
disso, Falcdo et al. (2005) indicaram o uso de arroz
como substrato para o cultivo de S. rolfsii ¢ veiculagdo
de ino6culo para infestagdo de solo, demonstrando
concordancia com os resultados obtidos neste trabalho, no
qual o arroz beneficiado foi o unico substrato de cultivo
que proporcionou a incidéncia da doenga em tomateiro,
sem causar ferimentos nas plantas.

Tabela 1- Comparacéo das dissimilaridades estatisticas das retas realizada por teste t para os valores de intercepto e do coeficiente

angular da reta

. . Intercepto Coeficiente angular da reta
Concentragdes de indculo
2gL! 4gL! 8gL! 2gL! 4gL! 8gL!
2gL! - - - - - -
4gL! -1,70 - - 1,73 - -
8gL! 2,60%* 0,93 - 2,98% -1,21 -
16 gL 3,33* 0,93 -0,17 2,03 0,017 1,33

Valores de t calculado acompanhados de asterisco diferem estatisticamente a p < 0,05.
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Conclusao

A infestacdo do solo a partir da incorporagdo de
8 g de arroz colonizado L' ¢ um método indicado para
experimentos que visem a inoculagdo do patogeno, sem
causar ferimentos em plantas de tomateiro.
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