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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura (5 a 45 °C) e do regime de luz no crescimento radial do
micélio, na germinacéo dos conidios e na esporulacéo (producéo de cirros) de Stenocarpella macrospora e de S. maydis. Foram
utilizados um isolado monosporico de cada uma das espécies de Stenocarpella obtidos na area experimental da Universidade de
Passo Fundo RS, a partir de colmos de milho infectados. A faixa de temperatura entre 23 e 28 °C proporcionou crescimento do
micélio mais rapido para os dois isolados, tanto sob luz continua como sob fotoperiodo de 12 h. N&o se observou crescimento
do micélio nas temperaturas de 5 a 45 °C. Considerando o periodo de luz, verificou-se que o crescimento do micélio de ambas
espécies foi maior no fotoperiodo de 12 h. Os conidios de S. macrospora e S. maydis ndo germinaram mesmo apés 24 h de
incubagdo nas temperaturas de 5 e 45 °C, independentemente do regime de luz. As temperaturas entre 28 e 33 °C propiciaram
a maior porcentagem de germinagao dos conidios de S. maydis, enquanto os conidios de S. macrospora apresentaram maior
germinacéo na faixa de temperatura entre 26 e 29 °C. Os conidios de ambos isolados apresentaram uma maior velocidade de
germinacéo na presenga da luz. Ambos isolados apresentaram maior esporulagdo em colmos de milho na faixa de temperatura
entre 30 e 35 °C e sob regime de luz continua.

Palavras-chave adicionais: desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, fotoperiodo, Diplodia.

ABSTRACT
Effect of temperature and light regimes on mycelial growth, conidial germination and sporulation of Stenocarpella
macrospora and Stenocarpella maydis

Mycelial growth, spore germination and sporulation (production of cirri) of Stenocarpella macrospora and S. maydis
were evaluated under temperatures ranging from 5 °C to 45 °C and under different photoperiods. Monosporic isolates from
each species of Stenocarpella from infected corn stalks, collected in the experimental area of the University of Passo Fundo
RS, were used throughout this work. Temperature range between 23 and 28 °C allowed the fastest mycelial growth for two
isolates, both under continuous light and under 12 h photoperiod. No mycelial growth was observed at 5 °C and 45 °C for
either isolate. Mycelium of both isolates grew faster under a photoperiod of 12 h. Conidia of both fungi did not germinate
even after 24 h of incubation at 5 and 45 °C, independently of photoperiod. The highest proportion of conidial germination
of the isolate of S. maydis was observed between 28 and 33 °C. On the other hand, conidia of S. macrospora germinated
under lower temperature range than S. maydis. Conidia of both species germinated faster in the presence of light. For both
isolates, sporulation on corn stalk segments was highest at temperatures ranging from 30 to 35 °C under continuous light.

Additional keywords: vegetative and reproductive development, photoperiod, Diplodia.

Os fungos Stenocarpella maydis (Berk.) Sutton e
Stenocarpella macrospora (Earle) Sutton causam a podriddo
do colmo e da espiga em plantas de milho conhecida
como “podriddo de diplodia” (White, 1999). A espécie S.
macrospora causa também mancha foliar nesta cultura (Ram

Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. Universidade Federal
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et al., 1973; Marasas & Van Der Westhuizen, 1979).

A infeccdo dos colmos e das espigas ocorre, em
geral, ap6s o periodo de polinizagdo das plantas de milho
(Chambers, 1988; Bensch, 1995). A ocorréncia da espécie S.
macrospora parece ser mais restrita a regides tropicais, em
areas quentes e Umidas, enquanto que S. maydis encontra-se
amplamente distribuida onde se cultiva o milho (Sutton &
Waterston, 1966 a,b).

A intensidade das podriddes de diplodia é maior nas
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lavouras de monocultura de milho (Flett & Wehner, 1991).
Nos restos culturais, constituidos principalmente por colmos,
os fungos sobrevivem saprofiticamente (Flett et al., 1992),
produzindo picnidios e liberando conidios em cirros que
servem de indculo primario. Os conidios sdo transportados
pelo vento e/ou respingos de chuva até os sitios de infecgao
(White, 1999; Casa et al., 2004).

O clima quente e imido, com temperaturas entre 28 e
30 °C, duas a trés semanas ap06s a polinizagdo das plantas de
milho, favorece o desenvolvimento dos fungos e o processo
infeccioso (White, 1999). Segundo Bensch & Van Staden
(1992), os conidios de S. maydis germinam no tecido da
planta apds 5 h de incubagdo a 30 °C. Apesar da importancia
das doengas causadas por estes dois fungos, hd pouca
informacdo disponivel na literatura sobre aspectos de sua
fisiologia referentes as amplitudes térmicas e aos regimes de
luz favoraveis ao crescimento do micélio, a germinagdo dos
conidios e a esporulagdo sobre substrato natural. Na maioria
dos trabalhos foram estudados os efeitos das interacGes
entre temperatura, fotoperiodo e componentes do meio de
cultura visando o isolamento, a multiplicacdo e a producéo
de conidios para estudos de inoculagdes, ndo explorando
amplitudes de temperatura e de tipos de regimes de luz
(Marasas & Van Der Westhuizen, 1979; Latterel & Rossi,
1983; Bensch & Van Staden 1992; Morant et al. 1993).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o
efeito da temperatura e de regimes de luz sobre o crescimento
do micélio em meio de cultura e a germinagdo de conidios
de S. macrospora € S. maydis em &gar-4gua, bem como
determinar a temperatura favoravel para esporulacdo dos
fungos sobre colmos de milho.

Os isolados monospdricos de S. maydis e S.
macrospora, obtidos de colmos de milho naturalmente
infectados, coletados na area experimental da Universidade
de Passo Fundo, Passo Fundo RS, foram cultivados e
preservados em meio de cultura de BSA+Antibidtico
(140 g batata, 15 g de sacarose, 12 g de agar + 15 gotas
de quemicetina soltvel (cloranfenicol 52,5 mg.mL1), sendo
posteriormente depositado na micoteca do Laboratério de
Fitopatologia da UPF.

Foram conduzidos experimentos avaliando-se o
crescimento do micélio e a germinacdo dos conidios dos
isolados selecionados, em diferentes temperaturas, sob dois
fotoperiodos. As temperaturas utilizadas foram 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40 e 45 °C. O crescimento do micélio foi avaliado
sob dois tipos de fotoperiodos, luz continua e regime
alternado de 12 h de luz e 12 h de escuro, iniciando-se o
experimento com periodo de 12 h sob luz. Nos experimentos
de germinac&o de conidios os regimes de luz avaliados foram:
escuro e luz continua. A esporulagéo sobre substrato natural
foi avaliada nas temperaturas 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C,
sob luz continua, por um periodo de até 12 h, considerando-
se que a presenca da luz estimula o inicio do processo de
esporulagdo, uma vez que a captura dos conidios dos dois
fungos é maior durante o dia (Casa et al., 2004).

Todos os experimentos foram conduzidos em
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incubadoras (cAmaras de germinacéo tipo B.O.D. Marconi/
MA 402), com controle de temperatura e iluminacdo
fornecida por quatro lampadas Philips 15 W/75 (luz do dia),
distantes 15 cm das placas de Petri (placas dispostas lado a
lado por prateleira).

Crescimento do micélio

O crescimento do micélio das espécies S. maydis
e S. macrospora foi quantificado em placas de Petri de
plastico de 80 mm de diametro, contendo meio de cultura
de BSA+A. Os isolados foram multiplicados utilizando-
se discos de micélio de 7 mm de diametro, provenientes
de colbnias jovens de 5 dias de idade. As placas contendo
as duas espécies foram incubadas conforme respectivos
tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente
ao acaso, com cinco repeticbes. As avaliagbes foram
realizadas de 12 em 12 horas, até que a primeira col6nia do
isolado de cada espécie atingisse a borda da placa em uma
das temperaturas.

Germinacdo de conidios

Os conidios de S. maydis e S. macrospora foram
obtidos a partir de colbnias cultivadas em colmos de milho
“in vitro”. Segmentos de 3 a 5 cm de colmos de milho, de
plantas senescidas (proximo da colheita), foram colocados
em erlenmeyers de 500 mL de capacidade e embebidos em
agua durante 24 h, com posterior remogdo do excesso de
agua e esterilizacdo desses por meio de duas autoclavagens
(20 minutos a temperatura de 125 °C com intervalo de 24
h entre cada autoclavagem). Apds o resfriamento, colocou-
se em cada erlenmeyer 10 discos de uma das duas culturas
monosporicas das espécies de Stenocarpella. Os frascos
foram mantidos em sala de crescimento a uma temperatura de
25+ 2 °C e um fotoperiodo de 12 h até a completa colonizagao
dos colmos. Os colmos colonizados foram transferidos para
caixas gerbox contendo em seu interior uma camada de 1 cm
de areia de rio lavada e esterilizada. As caixas foram mantidas
na sala de crescimento por um periodo de 10-15 dias até a
formagdo dos picnidios nos tecidos dos colmos. A esporulacdo
dos fungos foi induzida transferindo-se estes fragmentos de
colmo para cdmara Umida, e mantidos por 24 h, resultando
assim na producgao de cirros sobre os picnidios, para cada
fungo separadamente. Com uma agulha histologica flambada,
transferiu-se cerca de 20 cirros para um erlenmeyer contendo
agua destilada e estéril (100 mL de agua + 1 gota de espalhante
Tween 10). A mistura foi agitada constantemente para manter
0S esporos em suspensdo. Posteriormente, pipetou-se 1,0 mL
da suspensdo para placas de Petri contendo agar-agua a 1%.
As placas foram deixadas nas incubadoras ajustadas para
as temperaturas e regimes de luz citados anteriormente. A
germinacéo dos conidios foi observada diretamente nas placas
sobmicroscopio 6tico,commagnitude de 100 vezes. Examinou-
se uma média de 30 conidios por unidade experimental.
Para cada temperatura foram observadas quatro placas
quantificando-se a germinacdo 1, 2, 3,4, 5, 10, 18 ¢ 24 h ap6s
a incubagdo. Considerou-se germinado cada conidio que
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apresentasse tubo germinativo com comprimento igual ou
maior que a maior largura do conidio.

Esporulacéo

A avaliacdo da esporulacdo (na forma de producéo de
cirros) de S. maydis e S. macrospora sobre colmos de milho
“in vitro”, foi conduzida por procedimento semelhante ao
descrito para producao de conidios, no experimento anterior.
Apbs a formacdo dos picnidios, quatro colmos foram
acondicionados em caixa gerbox, contendo duas camadas de
papel filtro umedecido com 10 mL de agua. As caixas foram
deixadas em incubadoras nas temperaturas e fotoperiodo
anteriormente citados. Para cada temperatura foram avaliados
12 colmos e calculado o percentual de picnidios com cirros.
A producdo de cirros foi determinada 2, 4, 6 e 12 h apds a
incubacdo observando-se a presenca de cirro sob microscopio
estereoscopio, com aumento de 25 vezes, sobre cinco picnidios
previamente marcados por colmo (ponto feito com caneta de
retro projetor 2 a 3 mm de distancia do picnidio).

Um experimento visando determinar a continuidade
da producdo de cirros a partir de picnidios de S. maydis
e S. macrospora também foi conduzido em condigdes
semelhantes as descritas acima. Pedacos de colmos de milho
colonizados por cada um dos dois fungos e apresentando
picnidios maduros foram mantidos em camara Umida a 25
°C de temperatura com fotoperiodo de 12 h durante 10 dias.
Uma vez por dia os cirros formados sobre alguns picnidios
marcados nos colmos foram removidos com o auxilio de um
pincel.

Analise dos dados

Os resultados da interacdo temperatura (T) e
periodo de incubagdo (H) no crescimento do micélio
(2), germinacdo de conidios (Z) e esporulagdo (Z) para
cada regime luminoso, foram ajustados pelo modelo de
regressdo polinomial mdltipla, expressos pela equacao
(Z=XHX T+ H-x*T*T+x*T*H+x*H*H), onde Z representa
as variaveis dependentes, T corresponde a temperatura, H as
horas de incubacéo do fungo e x aos pardmetros do modelo
plotados em superficie de resposta, utilizando-se o programa
STATISTICA for Windows versdo 6.0 (StatSoft, Tulsa,
EUA).

Independentemente do fotoperiodo empregado, nao
se observou crescimento do micélio das duas espécies nas
temperaturas mais baixas (5 e 10 °C) e tampouco nas mais
elevadas (40 e 45 °C) (Figura 1A-D). Considerando-se 0s
periodos de luminosidade, observou-se que o crescimento
do micélio tanto de S. maydis como S. macrospora foi mais
rapido sob fotoperiodo de 12 h, sendo que as col6nias dos
fungos atingiram os bordos das placas de Petri 12 h antes
daquelas submetidas a luz continua (Figura 1A-D).

Combasenosvaloresestimados(Tabela 1, a-b) verificou-
se que a temperatura préxima a 26 °C proporcionou maior
crescimento do micélio de S. maydis, nos dois fotoperiodos
estudados, sendo que a faixa ideal de temperatura situou-
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se entre 25 e 28 °C (Figura 1A-B). Observou-se também
que 0 micélio do fungo cobriu completamente a placa de
Petri, de 80 mm de diametro, apds 84 h de incubacéo sob
fotoperiodo de 12 h, enquanto que sob luz continua foram
necessarias 96 h de incubacdo. No caso de S. macrospora, 0
maior crescimento do micélio foi obtido nas temperaturas de
27 e 24°C, respectivamente para os regimes de luz continua
e de fotoperiodo de 12 h (Figura 1B-C). Independentemente
do periodo de luz, a faixa ideal de temperatura para o
crescimento do micélio de S. macrospora ocorreu entre 23
e 28 °C. Neste caso 0 micélio atingiu os bordos da placa de
Petri ap6s um periodo de 96 h de incubagéo com fotoperiodo
de 12 h. Marasas & Van Der Westhuizen (1979) relataram
que S. macrospora cultivado em meio de BDA, a 25 °C no
escuro, atingiu o bordo da placa de Petri de 9 cm em 5 dias,
apresentando velocidade de crescimento semelhante a obtida
nesse experimento.

A maior taxa de crescimento do micélio de S.
maydis e S. macrospora 0COITeu entre as temperaturas de
23 a 28 °C e fotoperiodo de 12 h. Stenocarpella macrospora
apresentou crescimento mais rapido do que S. maydis
quando incubado a temperaturas mais baixas, crescendo trés
vezes mais rapidamente do que S. maydis a 15 °C (Figura
1B-D). Além disso, o crescimento do micélio foi observado
antes do que o visto para S. maydis nas temperaturas de 15
e 20 °C. Segundo Sutton & Waterston (1966b) e Marasas
& Van Der Westhuizen (1979) a espécie S. macrospora
ocorre mais comumente em regiGes com clima tropical, em
areas quentes e imidas. No entanto, conforme indicado no
presente trabalho, S. macrospora desenvolveu-se tambeém
em temperaturas mais amenas, o que talvez ajude a explicar
a crescente incidéncia da mancha foliar de diplodia em
lavouras de milho na Regido Sul do Brasil (Reis & Casa,
2000). Analisando o tempo de crescimento do micélio
pode-se inferir que tanto S. maydis como S. macrospora S0
patégenos de crescimento rapido, semelhantes a Fusarium
graminearum Schwabe que também é detectado em milho.

Os conidios de S. maydis e S. macrospora nao
germinaram mesmo apos 24 h de incubacéo quando deixados
nas temperaturas de 5 e 45 °C, independente do fotoperiodo
(Figura 1E-H). Mesmo ndo sendo avaliado por um periodo
maior de tempo, verificou-se que a tolerancia do micélio dos
dois isolados a temperatura € inferior a dos conidios, uma
vez que com temperaturas de 10 e 40 °C ndo se observou
crescimento do micélio (Figura 1E-H). Constatou-se assim
que os conidios de S. maydis e S. macrospora permaneceram
viaveis num periodo de 24 h numa amplitude de temperatura
de 10 até 40 °C.

A faixa de temperatura entre 25 e 35 °C propiciou
as maiores porcentagens de germinacéo dos conidios de S.
maydis independentemente fotoperiodo. Atemperatura 6tima
estimada para a germinag&o dos conidios de S. maydis foi de
30 °C, na presenca de luz, e de 33 °C no escuro (Figura 1E-
F). Os conidios de S. macrospora apresentaram uma maior
porcentagem de germinagdo na faixa de temperatura entre
25 e 30 °C. Com base nos valores estimados (Tabela 1, g-h)
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verificou-se que a temperatura 6tima para a germinacao dos
conidios de S. macrospora foi de 26 e 29°C respectivamente
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Considerando o regime de luz verificou-se que
a germinacdo dos conidios dos dois fungos iniciou-se
mais rapidamente quando os esporos foram incubados na
presenca de luz independente da temperatura. Na faixa
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de temperatura ideal, apos 24 h de incubagdo, verificou-
se que a germinacdo dos esporos de S. macrospora sob
luz continua foi aproximadamente 30% superior quando
comparado com os conidios mantidos no escuro (Figura
1G-H), enquanto que para S. maydis as diferencas
praticamente ndo ocorreram. A germinagdo dos conidios
dos dois fungos foi observada somente a partir de duas horas
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TABELA 1 - Descricdo das equacdes dos valores estimados do crescimento do micélio (CM), germinagédo
de conidios (GC) e esporulacédo (E) de Stenocarpella maydis e S. macrospora em funcdo da temperatura

(T) e do nimero de horas (H)

Equacdes R?  Probabilidade
a. CM=-39,043+4,019%T-+0,036*H -0,081*T*T+0,003*T*H+ 0,002*H*H 0,61  p=0,0175
b. CM=-38,292+4,066*T -0,069*H -0,08 3*T*T+0,004*T*H~+0,004*H*H 0,63  p=0,0139
. CM=-42,976+4,424*T+0,049*H -0,088*T*T+ 0,004*T*H+0,002*H*H 0,69  p=0,018
d. CM=-63,724-+6,115*T+0,521*H -0,121*T*T -0,002*T*H -0,0002021*H*H 0,57  p=0,041
e. GC=-60,784+5,337*T+5,438*H -0,103*T*T-+0,032*T*H -0,154*H*H 0,75  p=0,068
f. GC=-49,306+4,264*T+3,259*H -0,085*T*T-+0,056*T*H -0,081*H*H 0,83  p=0,00001
g. GC=-52,84+4,869*T+3,849*H -0,096*T*T+0,009*T*H -0,078*H*H 0,72 p=0,308
h. GC=-24,747+2,346*T+1,253*H -0,047*T*T+ 0,015*T*H -0,019*H*H 0,77  p=0,0028
i. E=-49,033+5,969* T+6,726*H -0,091*T*T -0,015*T*H -0,246*H*H 0,89  p=0,023
j- E=-37,913+7,531%T+8,737*H -0,135*T*T -0,068*T*H -0,346*H*H 0,55  p=0,0007

a. S. maydis (luz continua); b. S. maydis (fotoperiodo 12 h); c= S. macrospora (luz continua); d= S. macrospora
(fotoperiodo 12 h); e. S. maydis (luz continua); f. S. maydis (escuro continuo); g= S. macrospora (luz continua);
h=S. macrospora (escuro continuo); i. S. maydis; j= S. macrospora.

de incubacdo na temperatura 30 °C e com exposicdo a luz.

A faixa de temperatura entre 30 e 35 °C proporcionou
a esporulagdo mais rapida e abundante para os dois fungos. A
medida que se aumentou o tempo de incubacgdo dos colmos
aumentou-se a proporg¢do de picnidios com cirros. Apos 2 h
em camara Umida, nas temperaturas de 30 e 35°C, detectou-
se em média 66 e 83% dos picnidios apresentando cirros
respectivamente para S. maydis € S. macrospora (Figura 1I-
J; Tabela 1, i-j).

Nas temperaturas extremas de 10 e 40 °C detectou-
se menor quantidade de picnidios com cirros, sendo que a
40 °C a presenca de cirros foi reduzida para ambas espécies
(Figura 11-J). Considerando-se que no sistema plantio direto
a temperatura do solo é geralmente mais baixa que no
plantio convencional, é pouco provavel que a palha de milho
mantida sobre o solo atinja temperaturas superiores a 40 °C,
0 que permite dizer que a esporulacdo destes organismos
dificilmente serd comprometida nos restos culturais do
milho.

Com base nos valores estimados pelas equacdes,
determinou-se que as temperaturas Otimas para a extrusao
do cirro de S. macrospora e S. maydis foram de 31 e 34 °C,
respectivamente (Figura 11-J; Tabela 1, i-j). Comparando-
se as duas espécies, verificou-se que a esporulacdo de S.
macrospora foi mais abundante do que S. maydis na faixa de
temperatura de 10 a 20 °C (Figura 11-J).

A producdo de cirros de S. maydis e S. macrospora
sobre colmos de milho, em condic¢Bes controladas, ocorreu
diariamente durante dez dias consecutivos. Tal fato revelou
que a esporulagdo é um processo continuo e duradouro,
sugerindo que Stenocarpella pode manter uma densidade
de in6culo elevada no campo quando os restos culturais do
milho forem colonizados por estes fungos e as condigdes
ambientais também forem favoraveis. O potencial de
indculo das duas espécies foi determinado por Casa et
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al. (2003), em trés safras agricolas, na regido do Planalto
Médio do Rio Grande do Sul, onde a viabilidade média
dos conidios de S. maydis e S. macrospora foi de 89,4 % e
87,7 % respectivamente, em colmos de milho naturalmente
infectados coletados de um ano para outro, indicando que a
presenca da palha em plantio direto assegura a sobrevivéncia
destes fungos.
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