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Efeito de meio de cultura e regime luminoso no crescimento micelial de
Mycosphaerellafragariae
Effect of medium and light regime on the mycelial growth of
Mycosphaerellafragariae

Cristina Fernanda Schneider e Marcia de Holanda Nozaki

Resumos: O fungo Mycosphaerellafragariae, agente causal da mancha das folhas em morangueiro, é considerada a
principal doenga da cultura. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o crescimento micelial de
Mycosphaerellafragariaeem diferentes regimes de luminosidade e meios de cultura. Para avaliar o crescimento em
diferentes regimes de luminosidade, foram utilizados dois tratamentos: escuro e fotoperiodo alternado (12 horas
claro/12 horas escuro); e para avaliar o crescimento em diferentes meios utilizou-se os meios: BDA, aveia-agar, agar-
agua, folha de morango-agar e fruto de morango-agar. Verificou-se que ndo ocorreu diferenga significativa no
crescimento nas diferentes condi¢des de luminosidade; o crescimento foi maior nos meios: BDA, folha de morango-
agar, fruto de morango-agar e aveia-agar.

Palavras-chave: Mancha das folhas, morango, substrato, luz

Abstract -The Mycosphaerellafragariaefungus, causal agent of strawberry leaf spots, is considered the main disease of
the culture. The aim for the present work was to evaluate the mycelial growth of Mycosphaerellafragariae in different
regimes of light and culture media. To evaluate the growth under different luminosity conditions, two treatments were
made: dark and alternate light (12 hours light/12 hours dark); and to evaluate growth under different media, it was used:
PDA, oat-agar, water-agar, strawberry leaf-agar and strawberry fruit-agar. It was verified no significativediference on
the growth under different luminosity conditions; and the growth was bigger on the PDA, strawberry leaf-agar and

strawberry fruit —agar media.
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INTRODUCAO

A mancha-de-micosferela é a doenga do morangueiro
de ocorréncia mais generalizada e pode ser encontrada em
todas as regides de cultivo. E causada por Mycosphaerella
fragariae (Tul.) Lin., cuja forma assexual corresponde a
Ramularia tulasnei Sacc.(MAZARRO et al., 2006).

Nas folhas mortas pela doenca s&o formados
esclerécios, sendo esta a principal forma de sobrevivéncia
do fungo por longos periodos (MAZARO, 2007).

Os danos causados nas folhas reduzem sensivelmente
a é4rea fotossintética da planta (OLIVEIRA e
SINIGAGLIA, 2002).

Um passo importante nos estudos sob condicdes
controladas e em campo, nas areas de Fitopatologia,
Microbiologia, Melhoramento Vegetal, Biotecnologia, € o
cultivo in vitro do organismo em estudo para producédo
massal de conidios vivos que serdo utilizados durante as
diferentes etapas de execucdo da pesquisa (LEAO et al.,
2012).

Para a reproducdo de fungos in vitro, fatores
favoraveis sdo requeridos, tanto nutricionais quanto

ambientais. Dentre o0s fatores ambientais, estdo
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temperatura e luminosidade, importantes para o
crescimento micelial e producdo de esporos. Porém, nem
sempre as condi¢des que favorecem o crescimento sdo as
mesmas para esporulacéo. A luz exerce efeito direto sobre
o fungo, induzindo ou inibindo a formacdo de estruturas
reprodutivas. Sabe-se ainda que, alguns meios de cultura
sdo mais favoraveis para a esporulacdo de fungos que
outros, por apresentarem carboidratos complexos que sdo
menos adequados para a producdo de hifas vegetativas,
porém mais adequados & producdo de esporos (NOZAKI
et al., 2004).

Os fatores do ambiente determinam a distribui¢do
geogréfica, a incidéncia e a severidade da doenga, sendo
em muitos casos especificos para o patdgeno em questdo.
Dentre esses fatores, a temperatura € a mais
freqlientemente correlacionada com a epidemiologia da
doenga, mas também a umidade e luz (ANDRADE et al.,
2007).

Silva & Lemos (2012), verificaram que a melhor
condicdo de incubacdo do fungo Fusarium solani visando
a producdo de conidios se da pela associagdo do regime de
luz continua com os meios de cultura BDA (batata,
dextrose, &4gar) e BSA (batata, sacore, agar).
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Albuguerque et al. (2012), constataram que 0S meios
de cultura contendo casca de amendoim e casca de
mamona foram favoraveis para o rapido desenvolvimento
do micélio de Lentinus sajor caju e Pleurotus spp.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o

desenvolvimento micelial do fungo
Mycosphaerellafragariacem  diferentes regimes de
luminosidade e em diferentes meios de cultura.
MATERIAL E METODOS
Obtencéo do Isolado

Folhas sintomaticas de morango (Fragaria X

ananassaDuch) foram coletadas em uma propriedade do
municipio de Toledo, Parana, das quais foram retirados
pequenos fragmentos do tecido foliar doente com auxilio
de lamina de corte. Posteriormente, os fragmentos de
foliares foram submetidos a uma desinfeccdo prévia em
solucdo de hipoclorito de sédio (3:1) por 3 minutos,
seguida de Alcool 70% por 1 minuto, visando a remog&o
de patdgenos superficiais. Em seguida, realizou-se a
transferéncia, de forma asséptica, dos fragmentos foliares
para placas de Petri contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA).

As placas de Petri foram mantidas em bancada, sob
temperatura ambiente (25 + 5°C) e luminosidade alternada
(12 horas luz/12 horas escuro).

Crescimento micelial
luminosidade

em diferentes condigbes de

Para a verificacdo do crescimento micelialsob
diferentes condi¢cBes de luminosidade, foi utilizado
delineamento inteiramente  casualizado, com dois
tratamentos, sendo: escuro e fotoperiodo alternado (12
horas claro/12 horas escuro) e com cinco repeticées.

Utilizou-se fragmentos de micélio de 5 mm de
didmetro de uma coldnia do fungo desenvolvida em meio
BDA durante 15 dias, os quais foram depositados no
centro de placas de Petri contendo meio BDA. Os discos
de colbnia foram feitos com auxilio de um vazador de
metal.

Para o tratamento escuro, as placas foram
envoltas com papel aluminio, de forma que ndo
recebessem qualquer tipo de ilumina¢do. Enquanto que,
no tratamento fotoperiodo alternado as placas foram
dispostas sob uma bancada, sob temperatura ambiente
(251£5°C), onde permaneceram 12 horas no escuro e 12
horas no claro.

3Crescimento Micelial em Diferentes Meios de Cultura

Para verificar a influéncia de diferentes meios de
cultura sobre o crescimento micelial de M. fragariae,
utilizou-se delinemaneto inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos, sendo os tratamentos diferentes meios
de cultura, com as respectivas concentracdes para cada
litro de meio: BDA (200g de batata, 20g de dextrose, 20g
de agar); aveia-agar (60g de aveia em flocos, 18g de agar);
agar-agua (20g de agar); folha de morango-agar (100g de
folha de morangueiro, 20g de dextrose, 18g de agar); fruto
de morango-agar (100g de frutos de morango, 20g de
dextrose, 18g de agar).

Fragmentos de micélio de 5 mm de diametro de
uma colbnia do fungo desenvolvida em meio BDA
durante 15 dias, foram depositadas no centro de placas de
Petri contendo seus respectivos meios de cultura.

As placas foram mantidas sob temperatura
ambiente (25£5°C), e regime de luminosidade alternada
(12 horas claro/12 horas escuro).

AvaliagBes do Crescimento Micelial

As avaliagbes do crescimento micelial foram
realizadas diariamente, onde foi realizada medicdo
diametricamente oposta do crescimento da colénia do
fungo em placa, com auxilio de uma régua graduada (cm),
até que o crescimento de um dos isolados, em algum dos
tratamentos, atingisse completamente as bordas da placa
de Petri.

Delineamento experimental

Os resultados de crescimento micelial dos
diferentes ensaios foram submetidos a analise de variancia
pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de probabilidade.
Para o crescimento micelial em diferentes regimes de
luminosidade, foi realizada analise de regresséo.

Como instrumento estatistico utilizou-se o
programa SISVAR (FERREIRA, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo ao crescimento micelial do fungo
em diferentes regimes de luz, os resultados indicam que
com relacdo ao fotoperiodo, o crescimento ndo foi
estatisticamente significativo entre os dois tratamentos,
igualmente para a interacdo fotoperiodo*horas. Entretanto,
na variavel horas obteve-se diferenca estatistica entre os
tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Quadro de andlise de variancia dos tratamentos de diferentes regimes de luminosidade do fungo

Mycosphaerellafragariae

Tratamentos Quadrados Médios/Significanica
Fotoperiodo 1.066667 n.s
Horas 416.142333 *
Fotoperiodo*Horas 1.879333 n.s
CV(%) 14.07
Média 4.4966667

n.s = ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Os resultados com relagdo ao fotoperiodo estéo ilustrados
na Tabela 2, mostrando que ndo houve diferenga

estatistica significativa entre os diferentes tratamentos de
fotoperiodo alternado e escuro.

Tabela 2 —Médias do crescimentomicelial de Mycosphaerellafragariae entre os dois tratamentos de regime de

luminosidade pelo teste de Tukey, a 5% de significancia

Tratamentos Mycosphaerellafragariae
Alternado 4,363 a
Escuro 4,630 a

Medias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si significativamente, a 5% de probabilidade,

pelo teste de Tukey

Diferente dos resultados obtidos por Montarroyos
et al. (2007) os quais constataram  que
Mycosphaerellamusicola apresenta maior crescimento
micelial em escuro e menor crescimento em claro
continuo, neste trabalho o crescimento foi estatisticamente
igual nos tratamentos escuro e fotoperiodo alternado.

Casa et al. (2007) constataram que o crescimento
micelial de Stenocarpellamaydise S. macrosporafoi maior

sob o regime luminoso alternado e menor em regime
luminoso de luz continua, diferindo dos resultados
observados no presente trabalho.

A Figura 1 nos mostra a analise de regresséo,
com comportamento linear com relacdo a variavel horas,
onde o crescimento micelial do fungo apresentou
diferenga estatistica significativa no transcorrer das horas.
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Figura 1 —Grafico de regressao do crescimentomicelial (cm) de Mycosphaerellafragariaecom relagéo aos diferentes

periodos de avaliagdo
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As avaliacdes encerraram-se aos sete dias apds a
implantacdo do ensaio, visto que, o fungo completou seu
crescimento em toda a placa neste periodo, apresentando
rapido desenvolvimento.

@] crescimento micelial de
Mycosphaerellafragariae nos diferentes meios de cultura:
fruto de morango-agar, aveia-agar, agar-agua, folha de
morango-dgar ¢ BDA, encontram-se representados na
Tabela 3.

Tabela 3 —Efeito dos diferentes meios de cultura no crescimento micelial (cm) de Mycosphaerellafragariae

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h MEDIA
Fruta 10a 20a 3,0b 4,2bc 5,8b 7,0bc 8,2b 4,4a
Aveia 10a 20a 2,8ab 3,2b 5,6b 6,6b 7,6b 41a
Agar-agua 10a 20a 24a 34ab 4,44 54a 6,4 a 3,5b
Folha 10a 20a 3,0b 44 ¢ 6,0b 7.2bc 8,4b 45a
BDA 10a 20a 3,0b 48 ¢ 6,0b 76 ¢ 8,6b 4,7a
CV (%) 0,0 0,0 11,13 12,25 7,19 6,94 6,75
Media 1,0 2,0 2,84 4,00 5,56 6,76 7,84

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si significativamente, a 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey

O fungo apresentou rapido desenvolvimento,
completando seu crescimento em toda placa e finalizando
a avaliacdo no periodo de sete dias.

Diferente das 24 e 96 horas de avaliagdo ndo
houve diferenca estatistica significativa entre o0s
tratamentos. As avaliagBes realizadas a partir das 120
horas mostram diferenca do crescimento micelial do fungo
em meio &gar-4gua, sendo significativamente diferentes
dos demais tratamentos, proporcionando  menor
crescimento do fungo até o término das avaliagdes.

Obteve-se resultados semelhantes neste trabalho,
aos de Montarroyoset al. (2007), no qual obtiveram maior
crescimento de Mycosphaerella musicola nos meios de
cultura BDA, BDA/IFB (BDA acrescido de infuso de
200g de folhas de bananeira) e V8/IFB (V8 (200ml de
suco vegetal V-8 da Campbell Soup Company, USA, 17g
de 4gar, 800ml de &gua destilada) acrescido de infuso de
200g de folhas de bananeira).

Entretanto, diferem dos resultados obtidos por
Mello et al. (2004), os quais observaram que ndo houve
diferenca no crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides nos diferentes meios de cultura testados
(BDA, aveia-agar, extrato de pimentdo filtrado e extrato
de pimentdo autoclavado).

Nozaki et al. (2004), constataram que Diaporthe
citri apresenta maior crescimento micelial em meio aveia-
agar, o qual foi superior aos meios maltose-peptona-agar,
milho, folha de laranja e folha de limoneiro, sendo que os
dados diferem deste trabalho, onde o meio BDA
apresentou 0 maior crescimento.

Concluséo

1. N&o existe diferenca entre os tratamentos testados
referentes & luminosidade.

2. O meio de cultura agar-agua mostrou menor eficiéncia
para a crescimento micelial de Mycosphaerellafragariae
em comparac¢do aos demais meios de cultura estudados.
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