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INFLUENCIA DE MEIOS DE CULTURA, TEMPERATURA E pH NA
PRODUCAO DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia minor JAGGER
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INTRODUCAO

Sclerotinia minor infecta raizes de alface direta-
mente através de esclerédios que germinam eruptivamente
e um simples esclerédio pode infectar e matar uma planta
de alface (IMOLEHIM & GROHAN, 1982). Juntamente com S.
sclerotiorum pode causar sérios danos a esta cultura em
todo o mundo. S. minor é estritamente um fitopatégeno de
solo e os esclerdédios constituem fontes efetivas de ind-
culo. Aproximadamente 90% do ciclo de vida de Scleroti-
nia spp. é gasto como esclerdédios (ADAMS & AYERS, 1982).
Entre os fatores conhecidos que afetam a sobrevivéncia
de esclerédlos no solo, as propriedades fisicas do solo
(ADAMS & TATE, 1975; IMOLEHIM et alii, 1980) e o micopa-
rasitismo (ADAMS & AYERS, 1982) parecem exercer um im-
portante papel. Para testes de inoculagdo, necesséarlo se
faz a obtengdo de grande numero de esclerédios, viaveis,
em melo de cultura. O presente trabalho, portanto, visou
testar o efeito de diferentes melos de cultura, pHs e
diferentes temperaturas na esporulagdo de um 1isolado
patogénlico de S. minor.

MATERIAL E METODOS

Isolado de Sclerotinia minor - 0 fungo fol 1solado
de plantas de alface na regifio de Mogil das Cruzes, SP.
Com uma agulha flambada retiraram-se esclerédios da base
de plantas Infectadas, que foram desinfectadas com hipo-
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clorito de sé6dio 2%, lavados com agua destlilada esteri-
lizada e secos em papel filtro e incubados em melo de
BDA a 26°C.

Influéncia de Meios de Cultura na Producdo de Es-
clerédios de S. minor - Foram testados S5 diferentes
melos de cultura: V-8 (Suco V-8, 300 ml; CaCO , 3g;
Agar, 15g; Agua, 1000 ml); Avela-Agar (farinha de’avela,
40g; Dextrose, 20g; Agar, 15g; é&gua, 1000 ml); BDA +
NaCl (Batata, 200g; Dextrose, 20g; NaCl 1g; &gar, 15g;
adgua, 1000 ml), de acordo com TUITE (1969); Arroz-Agar
(farinha de arroz (mucilon), 15g; dextrose, 10g; agar,
15g, agua, 1000 ml) e Extrato de alface-agar (folhas de
alface, 300g; &agar, 15g; &agua, 1000 ml). As folhas de
alface, colocadas por hora em 500 ml de HO em vapor
fluente, foram filtradas e 300 ml do extra%o colocados
no agar - &agua esterilizado por 15 minutos a 120 °c. 0
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com 4 repetigdes. Cada placa de Petri cons-
tituiu uma parcela. As culturas foram incubadas a 26°C,
no escuro. As repicagens foram feitas para o centro das
placas, utilizando-se discos de 5 mm de didmetro de melo
de cultura (BDA) contendo micélio e esclerédios do patéd-
geno. A avaliagiio foi feita dias apbés a repicagem pela
contagem do nimero e peso de esclerédios por placa.

Influéncia da Temperatura na Esporulacao de S. m1—
nor - Cinco diferentes temperaturas (8°c, 13°c, 18°C,
23°C e 28°C) foram avaliadas no sentido de se saber a
melhor faixa de temperatura para crescimento do patége-
no, em melo de aveia-adgar. O delineamento experimental
planejado fol o inteiramente casualizado, com 4 repeti-
¢bes. Cada placa de Petri constitulu uma parcela. As
diferentes temperaturas foram obtidas simultaneamente em
incubadora com clnco compartimentos. A avallacdo do
crescilmento micellal fol efetuada em intervalos de 24
horas a partir do 32 dia da inoculagio, determinando-se
o diametro das colénias com o auxilio de uma régua
graduada, até que o crescimento do fungo atinglsse o
diametro da placa (9 cm).
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Influéncia de Diferentes pHs na Germinacdo de
Esclerédios de S. minor — No sentido de se estabelecer a
melhor faixa de pH para crescimento de S. minor, foram
avallados 6 faixas de pH em meilo de &agar-agua, a 26°C.
Observou-se somente a germinacfio dos esclerédios que
foram colocados em numero de 12 por placa. A germinagéo
fol acompanhada sob microscépio estereoscédpico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia de Meios de Cultura na Producdo de
Esclerédios de S. minor - A analise de variancia revelou
um efeito altamente significativo para os melos de cul-
tura, indicando o melo de avela-agar como superior aos
demais melos (Quadro I), vindo em seguida BDA, Arroz,
Suco V-8 e Alface-agar. Observa-se que o melo de avela-
—agar produziu o dobro de esclerdédios quando comparado
com BDA. O meio de alface-agar, como substrato para o
patégeno ndo favoreceu, sobremanelra, a esporulagdo.
Muitos outros fitopatégenos tém melhor taxa de cresci-
mento utilizando-se do préprio substrato da planta hos-
pedeira.

Quadro I - Influéncia de meios de cultura na produgdo de
esclerddios de S. minor.

REPETICOES
MEIOS DE CULTURA MEDIA!
I II I1I IV
Avela-4gar 1344 1824 1660 1640 1617 a
BDA+NaCl 0,1% 828 880 792 724 806 b
Arroz-agar 350 455 420 391 404 c
Suco V-8 394 362 369 444 392 c
Alface-agar 472 264 328 312 344 ¢

1
Valores segulidos da mesma letra nfo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 1X.
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Influéncia de Meios de Cultura no Peso de Escleroé-
dios de S. minor - Alguns fatores podem influenciar o
tamanho dos esclerédios de fungos formadores destas es-—
truturas. Neste ensalo, observa-se que o melo de avela-
-agar, como no ensalo anterlor, sobressalu-se como aque-
le que produziu esclerdédios mals pesados. A avallacgéo
constou da pesagem de 10 esclerédios por placa. Os
esclerédios produzidos no meio de avela-égar (0,0387 g)
foram bem malores que os produzidos nos outros melos
(Quadro II). O meio de avela tem favorecldo a esporula-
c8o de multos outros fungos, como: Colletotrichum grami-
nicola (MINUSSI, 1977); Pyricularia oryzae (NAMAY &
YAMANAKA, 1983); Humicola sp. (RODRIGUES et alii). De
acordo com NAMAI & YAMANAKA (1983), a prolamina presente
na avela é uma das substancias responsaveis por este
estimulo.

Quadro II - Influéncia de meios de cultura no peso de
esclerédios de S. minor. Dados em gramas.

REPETIGOES'
MEIOS DE CULTURA MEDIA®
I 11 111 v
Avela-agar 0,0309 0,0458 0,0483 0,0298 0,0387 a
Arroz-agar 0,0162 0,0257 0,0167 0,0248 0,0209 b
BDA+NaCl 0,0119 0,0123 0,0134 0,0137 0,0128 bc
Suco V-8 0,0124 0,0138 0,0109 0,0123 0,0124 bc
Alface-&gar 0,0048 0,0043 0,0052 0,0035 0,0045 c

1

2Peso de 10 esclerédlos por placa.

Valores seguidos da mesma letra n8o diferem entre sl pelo teste de
Tukey a 1%.

Os menores esclerédios, e consequentemente os mails
leves, foram produzidos nos melos de alface-agar, suco
V-8 e BDA. O volume dos esporos de Botrytis clnerea e
Monilinia fruticola fol aumentado quando estes patégenos
se desenvolveram em melo definido contendo altas concen-
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tragdes de glucose, (PHILLIPS et alii, 1987 e 1988).
Este efeito tem importincia na agressividade dos patége-
nos A roselra e pesseguelro, respectivamente. No presen-
te trabalho, nfio fol testado o feito do inéculo, produ-
zldo nos diferentes melos, na severidade da doen¢a em
plantas de alface.

Influéncia da Temperatura no Crescimento Micelial
de S. minor - Os resultados (Quadro 3) mostram que Ja
nos 32 e 42 dias se observa o crescimento em todas as
temperaturas, exceto em 8°C; sendo 23°C a melhor com
45,26% e 82,11%, respectivamente. Esta progressdo conti-
nuou nos 52 e 6- dias, quando o fungo atingiu todo o
diametro da placa de Petri. As temperaturas mais baixas,
de 8 e 13°C, jamais favoreceram o crescimento do fungo.
Sabe-se que S. minor é favorecldo por temperaturas ame-
nas. Na regido de Mogi das Cruzes, onde o fungo foi
isolado, prevalecem temperaturas de 20 a 28°C, ideais
para o desenvolvimento da cultura da alface, pois tempe-
raturas mais altas afetam o crescimento vegetativo da
planta, favorecem a emissdo do penddo floral e descarac-
terizam, portanto, o produto comercial. Pelo exposto
pode-se considerar as temperaturas entre 18 e 23°C como
as ideals para crescimento in vitro de S. minor.

Quadro III - Porcentagem do crescimento micelial de S.
minor em diferentes temperaturas.

TEMP?§2¥URAS 32 p1al 42 pIA 52 DIA 62 DIA
08 00,00 00,00 15,79 24,53
13 13,68 33,68 55.79 87,37
18 26,32 61,05 95,79 100, 00
23 45,26 82,11 100,00 100, 00
28 32,63 46,32 70,63 87,00

1
Médias de 4 repeticles.
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A temperatura de 23°C houve produgdo homogénea de
esclerdédios em toda placa no 52 dia de crescimento, sen-
do estes esclerédlos de tamanho menor do que aqyeles
produzidos a 28°C. Nas temperaturas de 8°C e 13 C, o
crescimento micellial fol bastante lento, ndo havendo
formagdo de esclerédios, somente formagdo cotonosa de
micélio.

Influéncia do pH na Germinacdo de Esclerédios de S.
minor - Pelos resultados obtidos (Quadro IV), observa-se
que somente o pH 9,0 reduziu em 50% a germinagdo dos
esclerédios in vitro. Os pHs mals acidos favoreceram
completamente a germinagdo dos mesmos. Este fato tem
importéancia fundamental no controle da doenga, pois a
cultura da alface no Estado de Sao Paulo é estabelecida
em solos turfosos, com pH alcallno. No entanto, fortes
infestagdes do patégeno tém ocorrido, causando sérios
problemas a cultura. Pelos resultados aqui obtidos,
percebe-se que 85,42% dos esclerédios germinaram no pH
8,0 e 93,74% no pH 7,0. Em geral, a germinacdo ndo fol
seriamente afetada com os pHs de 4,0 a 8,0. Necessario
se faz, portanto, testar mals 1solados deste patégeno,
provenientes de regifes distintas e de outros hospedei-
ros, a fim de se estabelecer com seguranga a melhor
faixa de pH para crescimento in viiro.
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Quadro IV - Influéncla do pH na germinagio de escleré-
dios de S. minor. Porcentagem de germinacgio
de esclerdédios em Agar-agua.

REPETICOES'

2

pH MEDIA
1 II 111 v

4,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 a
5,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 a
6,0 100,00 100,00 91,66 91,60 95,83 a
7,0 100,00 91,66 91,66 91,60 93,74 a
8,0 100,00 75,00 66,66 100,00 85,42 a
9,0 66,66 58,33 25,00 50,00 50,00 b

1

Cada parcela constou de 12 esclerédlos/placa.

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre sl pelo teste de
Tukey a 5%.

RESUMO

Estudou-se a influéncia de diferentes meios de cul-
tura, temperaturas e niveis de pH sobre o crescimento
micelial e a produgédo de esclerdédios do fungo Scleroti-
nia minor, agente causal da podriddo em alface. O efeito
do pH fol avaliado quanto a germinagdo dos esclerédios
em meilo de cultura. Os resultados mostraram que houve
diferengas com relac8o aos melos de cultura utilizados,
tanto na produgfio de esclerédios quanto no peso dos mes-
mos, destacando-se o melo de avela-agar como aquele que
estimulou o crescimento de S. minor. A faixa de tempera-
tura entre 18 e 23°C fol a que melhor favoreceu o cres-
cimento micelial do patégeno. N&o houve diferenca sensi-
vel na germinaclio dos esclerddlos nos diferentes pHs,
exceto o pH 9,0, que reduziu a germinaciio em 50%.
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SUMMARY

INFLUENCE OF DIFFERENT CULTURE MEDIA, TEMPERATURE AND pH
ON THE SCLEROTIUM PRODUCTION OF Sclerotinia minor JAGGER

The effect of different culture media, temperatures
and pH on the mycelial growth and sclerotium production
of a S. minor isolate was studled in vitro. The results
obtained showed that there were slgnificant differences
in relation to the media used for sclerotium productlon
and size. In general, the oat-agar medium showed highest
growth rate. The temperatures for highest mycellal
growth occurred between 18 and 28°C, whereas all the pHs
tested, except pH 9,0, Increased the sclerotial germina-
tion.
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