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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estabelecer metodologias
adequadas para o isolamento e inoculacdo de Septoria lactucae e
avaiacdo denovecultivaresdeadface (Lactuca sativa), Vitoria-de-Santo-
Ant&o, Uberl&ndia10.000, Maioba, Elba, Aurdlia, Black Seeded Simpson,
Grand Rapids, Sdad Bowl-Mimosae BabadeVerdo, quanto aosnivels
deresisténciaaseptoriose, em condicdes de casade vegetagdo e campo.
Osmelhoresresultadosobtidosforam: a) paraisolamento: transferéncia
dos cirros de conidios diretamente para 0 meio de BDA com os
antibiéticos estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina e rifampiciling;
b) parainocul agdo: aspersdo dasplantasno estédio deseisaoitofolhas
com a suspensdo de indeulo na concentracdo de 1 x 10%conidiogml, e

manutencao em camaralimidapor 48 h. Houvediferencassignificativas
entreas cultivarestestadas em casade vegetagdo e em campo. Tantoem
casa de vegetagdo quanto em teste de campo as cultivares Maioba e
Vitéria de Santo Antdo foram avaliadas como a mais susceptivel e a
masresi stente repectivamente. Diantedessesresultados, ametodologia
de casa de vegetacdo pode ser considerada como altamente promissora
para a avaliagdo répida de grande nimero de variedades ou materiais
genéticos, nos trabalhos de melhoramento de alface paraaresisténcia
as lactucae.
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ABSTRACT

Lettuce Septoria leaf spot: isolation, inoculation, cultivar
evaluation in field and greenhouse conditions

The objectives of this work were to establish appropriate
methodologies for isolation and inoculation of Septoria lactucae in
order to evaluate resistance. Nine lettuce (Lactuca sativa) cultivars
(Vitéria-de-Santo-Antdo, Uberlandia10.000, Maioba, Elba, Aurélia,
Black Seeded Simpson, Grand, Rapids, Salad Bowl-Mimosa and
Baba de Verdo) were screened for resistance to this pathogen under
greenhouse and field conditions. The best results obtained were: a)
forisolation: to transfer cirrusof conidiadirectly to the surface of
Petri dishes with PDA medium plus antibiotics (streptomycin,

chloramphenicol, ampicilim and riphampicin); b) for inoculation:
to spray plants of six to eight leaves with a conidia suspension of
1 x 10* spores/ml and keep them in a moist chamber for 48 h.
Significant differences were found among cultivars both in
greenhouse and field tests. Under both conditions the cultivars
Maiobaand Vitoriade Santo Antdo were found to be, respectively,
the most susceptible and the most resistant cultivarsamong those
tested. From these results, the greenhouse test methodology is
seen to ge highly promising for the rapid screening of a great
number of genotypesin breeding programs of lettuce resistant to
S. lactucae

A septoriose causada pelo fungo Septoria lactucae
Passerini é uma das doencgas mais importantes que afetam a
culturadaalface (Lactuca sativaL.), muito comum em regides
de clima ameno e em épocas chuvosas. As condic¢des favo-
réveis para o desenvolvimento da doenca séo alta umidade e
temperaturanafaixade 10 a28 °C. Suaimportanciadeve-se as
lesdes necréticas no limbo foliar que prejudicam o valor
comercial do produto. Nos campos de producgdo de sementes,
adoencacausasecanasfolhasdevido acoal escénciademuitas
manchas, resultando em danos na formagéo das sementes. O
fungo ataca princi palmente asfol has, mas pode af etar também
a haste e os 6rgéos florais, em campos de producéo de
sementes. Os sintomas nas fol has s&o manchas com contornos
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irregulares. O tecido afetado, inicialmente com aspecto
desidratado, torna-se pardacento, com numerosos pontos de
cor escura que sao os corpos de frutificagéo do fungo. Esses
corpos de frutificagdo sdo os picnidios, visiveis a olho nu.
Quando em ambiente imido, verifica-se naparte superior dos
picnidios, umamassade esporos (cirros) que so € liberadana
presenca de filme de agua. Nao havendo &gua, os conidios
ndo germinam e dificilmente so disseminados pelo vento
(Pavan & Kurozawa, 1997). Segundo (Galli, 1980) existe uma
correlagéo entre o progresso da doenca e a ocorréncia de
condi¢des 6timas para o desenvolvimento do patégeno, que
se multiplicae se disseminapor meio de reproducdo assexual .

N&o h&cultivares consideradasimunes a esta doenca,
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mas em observacdes de campo pode-se verificar diferencas
nos niveis de resisténcia horizontal .

O melhoramento das vari edades visando o aumento do
nivel de resisténcia é de grande importancia para o controle
desta doenca, tendo em vista que o uso de materiais mais
resistentes aumenta proporcional mente a eficiéncia de outras
medidas aplicadas de maneiraintegrada. Dispor de metodologia
para distinguir diferencas nos niveis de resisténcia das
variedades ou nos materiais segregantes € condicao funda-
mental para o trabalho de melhoramento.

Estudos que envolvem o controle deste fitopatégeno,
em especial a avaliacdo de resisténcia em condi¢8es contro-
ladas, exigem grande quantidade de in6culo. Assim, é de
primordial importancia o uso de um meio de cultura que
proporcione condi¢desideais parasuaesporul acdo (Bertagnolli
et al., 1988).

Este trabalho teve como objetivo, estabelecer meto-
dologias adequadas para isolamento e inoculagdo de S.
lactucae em condi¢bes de casa de vegetacdo paraaavaliagdo
de variedades ou cultivares de alface quanto aresisténcia ou
suscetibilidade a septoriose.

Os experimentos para otimizacao do isolamento e
preservacéo de S. lactucae foram realizados no laborat6rio de
Fitopatologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Para o isolamento do fungo foram utilizadas duas
metodol ogias, aprimeira, detransferénciaparaomeiodecultura
deumapequenasegdo de2 a3 mm detecidoretirado daregido
de transicdo entre as &reas necrosada e sadia, previamente
tratada com solugdes de hipoclorito a1%, & cool a70% e agua
esterilizada e a outra, de transferéncia de cirros de conidios
que se formam sobre os picnidios diretamente parao meio de
cultura, com o auxilio de umalupae umaagulhaesterilizada. O
meio de cultura BDA com os antibiéticos sulfato de
estreptomicina e ampicilinaa 200 mg/l, cloranfenicol a50 mg/l
erifampicilinaa 10 mg/l (adicionados ap0s a esterilizagéo) foi
utilizado nas duas metodol ogias.

O fungo isolado da alface foi preservado pelo método
de dessecacdo dacoldnia, adaptado do método de preservacdo
de bactérias desenvolvido por Takatsu (1994). O fungo foi
cultivado em meio de BDA ou de V8 em placade Petri por 15a
20diasatemperaturaambiente. Ascol 6nias sel ecionadasforam
embebidas com duas a trés gotas da solugdo de gelatina e
dextrose a5% (cadaingredientefoi esterilizado separadamente
emisturados no momento do uso) etransferidas com espatula
de aco flambada para placas de Petri descartaveis, com
perfuracdes (12 a15 furosde 2 mmno fundo daplaca) emantidas
no dessecador com silicagel durante dez a15 dias. Paraevitar
queasculturasdo fungo ficassem aderidas aplaca, elasforam
colocadas sobre um suporte de tela de metal recortado de
tamanho adequado paraaplacae acol 6niado fungo colocada
sobre este suporte.

As colbnias dessecadas foram transferidas para
envelopes de papel e aluminio e mantidas nageladeiradentro
devidro debocalargaetampadepressdo, contendo silicagel.

Paraarecuperacdo dofungo, foram retiradas, com pinga
ou alicate de unha flambados, pequenas lascas das colbnias
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dessecadas e transferidas para o meio de cultura.

No experimento em casade vegetacado, ainoculagdo foi
utilizada por aspersdo da suspensdo de indculo na
concentragdo de 1 x 10* conidios por ml, em plantas cultivadas
em vasos, no est&dio de seis a oito folhas, A escolha desta
concentragéo foi baseada nos dados obtidos por Malnati et
al. (1990) e Marchi et al. (2001) com Septoria lycopersici em
tomateiro (Lycopersicon esculentumMill.) e Dias (1990) com
Septoria passiflorae em maracujazeiro (Passiflora edulisSms
f. flavicarpa Deg). A testemunhafoi pulverizada apenas com
aguaeas plantasassim tratadas foram mantidas em condicdes
de cdmara Umida (cobertas com sacos plasticos) por 48 h e
depois, esta condicdo foi mantida somente a noite até o
aparecimento de sintomas.

Foram utilizados vasos com capacidade para 1,5 |
preenchidos com umamistura de solo com areiana proporgao
de 2:1 eadubo organico. Estamisturafoi tratada com brometo
de metilana dosagem de 40 cm®¥/n¥ de sol o.

Foram avaliadas nove cultivares (Vitéria de Santo
Ant&o, Uberlandia 10.000, Maioba, Elba, Aurélia, Black Seeded
Simpson, Gram Rapids, Salad Bowl-Mimosae Babade Veréo),
em um delineamento de parcelas inteiramente casualizadas,
com quatro repeticdes. As avaliacBes foram feitas pela
contagem do niimero defolhas com sintomasno 11°diaapdsa
inoculacdo e pelo nivel de severidade aos 11, 13, 15 e 17 dias
apoés ainoculagdo, utilizando-se umaescalade notasde 1 a4
em funcdo do grau de severidade visual das folhas, sendo
nota 1= 1 a 25% da folha com sintoma, nota 2= 26 a 50%, nota
3=51 a75%, nota4= 76 a 100%).

Foram efetuados ostestes de normaidade (Shapiro-Wilk)
e homogeneidade (Bartlett). Posteriormente, fez-se andlise da
varianciacom teste de Tukey mediante a utilizagéo dosvalores
obtidos a partir das observacdes da severidade da doenca.

O experimento em condic¢des de campo foi desen-
volvido naareaexperimental do I nstituto de CiénciasAgrérias
da Universidade Federal de Uberlandia.

A temperatura minimavariou de 18 a20 °C, e améxima
de 28 a34°C, durante o periodo de realizagdo do experimento;
aumidade relativavariou de 77 a96%, e aprecipitacdo de 4 a
96,5 mm.

Ascultivares de alface foram as mesmas avaliadas em
condicdes de casa de vegetacdo. As mudas produzidas em
bandejas de 200 células foram transplantadas aos 20 dias,
guando apresentavam quatro a seis folhas definitivas, para
canteiros adubados com esterco de curral e superfosfato
simples. Foram efetuadas trés adubacfes com uréia (10 g/n¥)
aosdez, 20 e 30 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com nove tratamentos e trés repeticles. As
parcelas foram constituidas pelas cultivares plantadas no
espacamento de 0,30 x 0,25 m, totalizando seis plantas.

A inoculagéo foi realizada 13 dias apos o transplante
das mudas para o canteiro. O inéculo foi obtido a partir de
folhas com sintomas da doenca, coletadas na Escola
Agrotécnica Federal de Uberlandia, as quais foram trituradas
com aguaem liquidificador, e asuspensado aplicadanas plantas.
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As avaliagdes foram feitas pelo nivel de severidade
aos 11, 13, 19 e 23 dias apds a inoculagdo, utilizando-se uma
escala de notas de 1 a 4 em fungdo do grau de severidade
visual dasfolhas, sendo nota 1= 1 a25% dafolhacom sintoma;
nota 2= 26 a50%; nota 3= 51 a 75% e nota4=76 a100%, e pelo
calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca.

Foram efetuados os testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (Bartlett). Posteriormente, fez-se
andlise davariancia com teste de Tukey mediante a utilizacéo
dosvaloresobtidosapartir dasobservacdes daseveridadeda
doenca, e dos valores obtidos por meio do calculo da area
abaixo da curvade progresso da doenca.

Paraoisolamento deS. lactucae, somente o método de
transferénciade cirros apresentou resultado satisfatorio, sem
a contaminagdo com outros fungos. A utilizagdo dos quatro
antibiéticos ndo inibiu o crescimento do patégeno e permitiu o
isolamento livre de contaminagéo com bactérias.

O fungo recuperado de colbnias preservadas por
dessecacao ndo apresentou nenhumavariagéo durantetodo o
periodo em quefoi utilizado. O método é simples, pratico mas
exige boaassepsia, sendo necessario o uso dacamaradefluxo
laminar.

A concentracdo de inéculo de 1 x 10* conidios/ml
utilizado neste experimento, com base nos dados de Marchi et
al. (2001), Malnati et al. (1992) e Dias(1990) foi também ficiente
para avaliar os niveis de toleréncia das cultivares de alface
estudadas.

No experimento em casa de vegetacdo, 0 método de
contagem do nimero de folhas com sintomas néo revelou
diferencassignificativasentreascultivares (Tukey al1%). Porém
pelonivel deseveridadefoi possivel distinguir diferencasentre
ascultivares naleituraefetuadaaos 13 dias apés ainocul agdo
(Tabelal).

Nasavaliagbesfeitasem condi¢desde campo pelo nivel
de severidade foi possivel distinguir as diferencas entre as
cultivares na leitura efetuada no 23° dia apds a inoculagdo,
com teste de Tukey a5% (Tabela 1). Utilizando-se os valores
da érea abaixo da curva de progresso da doenca, pdde-se
observar diferencassignificativasnaevolugao dadoencaentre
ascultivares avaliadas (Tabela 2).

Tanto em condicdes de casa-de-vegetacdo quanto em
condic¢desde campo acultivar Maioba, consideradacomo uma
cultivar com alta susceptibilidade em condi¢des de campo
(Santos, 1996), apresentou amaior média, enquanto a cultivar
Vitoéria-de-Santo-Ant&o, foi, nas condicdes climaticas de
Uberlandia, amaisresistente nastrés analisesfeitas, havendo
diferenca significativa entre estas duas cultivares, tanto para
avaliacdo daseveridade quanto paraaéreaabaixo dacurvade
progresso dadoenca. A cultivar Uberlandia 10.000 ndo diferiu
significativamente da cultivar Maioba nas analises feitas em
casadevegetacdo, utilizando o nivel de severidade dadoenca
e em campo utilizando o célculo da érea abaixo da curva de
progresso dadoenca. Quando analisado o nivel de severidade
dadoenga, em campo, essa cultivar diferiu significativamente
dacultivar Maioba e das cultivares com menor média (Vitéria
deSanto Antdo, BabaeMimosa). Visto queacultivar Uberdandia
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TABELA 1 - Notas médias de severidade da septoriose em cultivares
de aface (Lactuca sativa), nos 13° e 23° dias ap6s a inoculagdo em
condi¢des de casa de vegetagdo e no campo, respectivamente

. Meédias*

Cultivar

Casa de Veretacao Campo
Ml 2634 32427 4w
[Tha 2,12 ab 20006 h
LIbserldnclia 1490060 2.04 ab 2,0027 b
Ciranul Rapids 1,85 ab 27388 he
Aurehia 1,84 abc 26827 hc
Glack Sesded Simpaom 1,700 abe 26766 be
Salad Bowl-Mimosa 1,50 he 24922 ¢ode
Baba dc Verao 1,30 bhe 2275 de
Vitaria de Sante Antde Lm 2,0550 5
CVev  22.4R8% Dimax =10,19 W= 094
CVeampe  140.23% R 1500 R H.32

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5%,
segundo o teste de Tukey. Dmax: estatistica do teste de Kolmogorov;
[3: estatistica do teste de Bartlett; W estatistica do teste de Shapiro-
Wilk.

TABELA 2 - Médias obtidas pelo cdculo da area abaixo da curva de
progresso da septoriose das cultivares de alface (Lactuca sativa)
avdiadas

Lultivar Média*
Maiaba 3924 a
Llba 38,39 ab
Ubgelandia - 10,000 3701 ubs
Aurilia 301 bed
{irand Ramds 33,98 bad
Strapsann 33,41 wl
Mirmngaa 31,13 da
Babid de Verdo 30,71 de
Vitoria-de-Sanro-Antio 27.8% c
V- 408 W= 10,5674
= 24,950

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5%,
segundo teste de Tukey. W estatistica do teste de Shapiro-Wilk; R:
estatistica do teste de Bartlett.

10.000 édegrandeinteresse, devido ao seu alto teor devitamina
A (10.200 U.1./100 g defolha), pode-se sugerir que sgjafeito um
retrocruzamento com o seu parental feminino (Vitéria de Santo
Antdo), visando aumentar sua resisténcia a septoriose.

Pel os resultados obtidos, a metodol ogia de avaliagao,
em casa de vegetacao, pode ser considerada como altamente
promissora para a avaliagdo rapida de grande nimero de
cultivares, nos trabalhos de melhoramento de alface para
resisténcia a septoriose.
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