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ABSTRACT

Brunelli, K.R.; Fazza, A.C.; Athayde Sobrinho, C.; Camargo, L.E.A. Effect of culture media and light exposure on the sporulation of Cercospora

zeae-maydis. Summa Phytopatologica, v. 32, p. 92-94, 2006.

Somefungal species, like Cercospora zeae-maydis, causal agent of
maize gray leaf spot, do not satisfactorily produce spores in artificial
media The conidial production of C. zeae-maydis was evaluated on
seven culture media (V 8, tomato juice, coconut water, oat, PDA, maize
leaf extract and maizeleaf extract plus CaCO,) under two light exposure
regimens (12-hours photoperiod or six days under continuous light
followed by three days of continuous darkness). The experiment was
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arranged asa 7 x 2 factorial designin acompletely randomized design
with five replicates. A single petri dish containing 20 mL of culture
mediainoculated with 200 pL of conidia suspension (8 x 10* conidia/
mL) comprised the experimental unit. Plates were incubated at 27°C
for nine days. The highest conidial production was obtained on V8 and
tomato juice media under 12-hours photoperiod, resulting in the
production of 22.4 and 28.62 x 10* conidia/mL respectively.

RESUMO

Brunelli, K.R.; Fazza, A.C.; Athayde sobrinho, C.; Camargo, L.E.A. Efeito do meio de culturaedo regime de luz naesporul agéo de Cercospora zeae-

maydis. Summa Phytopatologica, v. 32, p. 92-94, 2006.

Algumas espécies flingicas ndo esporulam satisfatoriamente em
meio de cultura, a exemplo de Cercospora zeae-maydis, agente causal
da cercosporiose do milho. A esporulacdo deste patégeno foi avaliada
em sete meios de cultura agarizados (V8, suco de tomate temperado,
aguade coco, aveia, BDA, extrato defolhademilho e extrato defolhade
milho + CaCO,) sob dois regimes luminosos (fotoperiodo de 12 horas
e sequencia — 6 dias claro/3 dias escuro). O ensaio foi conduzido em
esquemafatorial 7 x 2, com os tratamentos di spostos em delineamento
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inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. A parcel aexperimental
compreendeu uma placa de petri contendo 20 mL de meio de cultura
sobre o qual foram colocados 200 uL de uma suspensdo de 8 x 10*
esporog/mL. As culturas foram posteriormente incubadas a 27°C du-
rante nove dias. Os meios V8 e suco de tomate temperado (STT) sob
regime de fotoperiodo 12h/12h, foram agueles que apresentaram me-
lhor inducdo de esporulagdo, resultando na producdo de 22,4 x 10
conidios/ mL e 28,62 x 10* conidios/mL, respectivamente.

Cercospora zeae-maydis Tehon & Daniels € um importante
patégeno da cultura do milho, causando a doenca foliar conhe-
cida como mancha de cercospora ou cercosporiose. Sob condi-
¢des ambientais adequadas e hospedeiro suscetivel jaforam re-
latados danos de até 65% na producao (10). Essaredugéo deve-
se basicamente ainduc&o precoce de senescéncia na planta cau-
sada pelo abundante ndmero de lesBes. No Brasil, esta doenga
causou sérias epidemias nas safras de 2000/2001, quando mui-
tos dos hibridos mostraram-se suscetivels. Nas safras de 2002/
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2003, a mancha de cercospora foi controlada, em parte, pelo
emprego de hibridos resi stentes. Porém, em algumas regides de
Goiés e Minas Gerais, 0 patégeno ainda causa danos significa-
tivos a producéo. Como o controle da doenca é realizado, prio-
ritariamente, pelo uso de hibridos resistentes, a determinacdo
de condi¢Bes 6timas para a producdo de esporos in vitro é
importante paratrabal hos que utilizam inocul acdo artificial para
identificar gendtipos resistentes ao patdgeno.

Espécies do género Cercospora caracterizam-se pelo lento
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crescimento e pela reduzida esporulagéo em meios de cultura
Agentes fisicos sdo capazes de induzir ou inibir o desenvolvi-
mento vegetativo e reprodutivo da maioria dos fungos, dentre
eles 0s maisimportantes sdo atemperatura e aluminosidade. A
temperatura modula a producdo de proteinas e enzimas respon-
saveis pela manutencdo da célula fingica (2). Estudos envol-
vendo espécies de Cercospora demonstram que temperaturas
entre 25 e 27°C sdo ideais para producdo de esporos (1, 6). A
luminosidade exerce efeito direto sobre a célula fungica, indu-
zindo ou inibindo aformagéo de estruturas de reproducdo, em-
bora haja algumas espécies que sdo indiferentes a quantidade e/
ou qualidade daluz (4). Este trabalho teve por objetivo selecio-
nar combinagdes de meios de cultura e regime luminoso que
promovam abundante esporulacéo de C. zeae-maydis.

Osmeiosde culturautilizadosforam: V8 (200 mL de suco de
vegetaisV8 " Campbell Soup Co.”; 16 g deagar; 3,2 g de CaCO,
€800 mL de &gua destilada), STT (200 mL de suco de tomate
temperado “ Super bom”; 16 g de agar; 3,2 g de CaCO, e 800 mL
deaguadestilada), AV (20 gdefarinhadeaveia“ Otker”; 16 g de
agar 1000 mL de égua), CO (1000 mL deaguadecoco “ Sococo”
e 16 g de &gar), FM (extrato de 80 g de folhade milho picada e
levada ao fogo até levantar fervura; 16 g de égar e &gua até
completar 1000 mL), FM-CaCO, (FM + 3,2gde CaCO,) eBDA
(extrato de 200 g de batata; 20 g de dextrose; 16 g de agar e &gua
até completar o volumede 1000 mL). ApGs o preparo, estes mei-
osforam autoclavados a 121°C por 20 minutos e vertidos assep-
ticamente em placas de petri.

O isolado monospdrico IN-5 utilizado neste ensaio foi obti-
do por isolamento direto apartir de folha com sintomatipico da
doenca coletada em campo de producdo no municipio de India-
noépolis (MG). Este isolado foi cultivado em meio V8 durante
nove dias, sob fotoperiodo 12h/12h (12 horas de claro seguido
de 12 horas de escuro), até aformacéo de esporos. Foi prepara
daumasuspensdo de 8 x 10* esporog/mL €200 pL foram deposi-
tados em cada placade petri contendo 20 mL de meio de cultura.
Estas foram incubadas durante nove dias sob um dos regimes
de luminosidade: fotoperiodo 12h/12h ou seqiiencial com seis
dias de claro continuo seguido por trés dias de escuro. As col6-
nias foram incubadas em camaras de crescimento (Tecnal TE-
400) atemperaturade 27°C.

O ensaio foi conduzido em esquemafatorial 7 x 2 (meiosde
cultura x luminosidade), totalizando 14 tratamentos com cinco
repeticdes, em delineamento intel ramente casualizado. Cada par-
cela consistiu de uma placa de petri.

Decorrido o periodo de incubagdo, as placas receberam 10
mL de &gua destilada contendo 0,01% de Tween 20 e, com 0
auxilio deumal&minadevidro, ascol6niasforam delicadamente
raspadas para liberacdo dos conidios. A suspensdo foi filtrada
em camada dupla de gaze pararetencdo dos fragmentos miceli-
ais e restos de meio de cultura. O nimero de conidios de cada
parcelafoi determinado ao microscépio 6tico com auxilio de he-
macitémetro. Os dados da contagem conidia de cada parcela

foram transformados para ., /( x+1)e submetidos a andlise de

variancia. Asmédias dostratamentos foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey em nivel de 1% de significancia, com o
auxilio do programaestatistico SAS (versao 6.2 — SAS Ingtitute,
Cary,NC).

Houve diferencas significativas entre tratamentos com rela
¢80 a esporulacdo de C. zeae-maydis (Tabela 1). As col6nias
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fungicas formadas nos meios V8, STT, AV e CO apresentaram
grande quantidade de conidi6foros, mas apenas os meios V8 e
STT induziram abundante formacao de esporos, tanto sob foto-
periodo quanto sob regime de luz seqiiencial (Tabelal). O meio
BDA estimulou aformag&o de pequena quantidade de conidio-
foros. Janos meios FM e FM-CaCO,, praticamente ndo houve
formag&o destas estruturas. Osmeios V8 e STT sdo aqueles que
apresentam maior riquezanutricional e maior quantidade de car-
boidratos complexos. Estas caracteristicas sfo citadas por di-
versos autores como capazes de induzir areproducéo de muitos
fungos mitospdricos (5, 8). O meio V8 érdatado como bom indu-
tor de esporulagdo em vérias espécies do género Cercospora (1,
3,6). Também o meio STT, umavariagdo domeio V8, foi indicado
por Queiroz & Menezes (6) como capaz deinduzir formagdo de
esporos em Cercospora nicotianae. Comparando ambos os
meios, STT mostra-se mais vantajoso do ponto de vista prético,
uma vez que 0 mesmo é composto por um produto nacional
facilmente adquirido no Brasil.

Neste estudo, aluz néo influenciou a morfologiada col6nia,
crescimento micelial ou o tempo deformagao dacol 6nia. Porém,
a quantidade de conidios produzidos sob fotoperiodo foi signi-
ficativamente superior (Tabela 1). A luminosidade pode exercer
efeito indutor ou inibidor sobre aformagao de estruturas repro-
dutivas. Trione & Leach (9) relataram que, para fungos cuja
esporulagdo é induzida pela luz, este agente fisico age direta-
mente na ativagdo de enzimas-chave envolvidas na esporogé-
nese. Os mesmos autores afirmam ainda que a quantidade e a
qualidade daluz necesséaria parainduzir aformagdo de estrutu-
ras reprodutivas variam de acordo com a espécie flngica. Beck-
man & Paine (1) jahaviam relatado amaior producado de conidios
guando submeteram um isolado de C. zeae-maydis a fotoperio-

Tabela 1. Producdo de conidios de Cercospora zeae-maydis submeti-
do a sete meios de cultura e dois regimes |luminosos.

Esporulagdo (10* conidios/mL) *
Meio de cultura? Fotoperiodo  Luz seqiiencial® Média
STT 28,62 12,36 20,50 a
V8 22,40 5,350 1390a
CO 0,225 0,850 054b
AV 0,550 0,125 0,34b
BDA 0,275 0,025 0,15b
FM 0,850 0,00 042b
FM-CaCO, 0,425 0,025 0,22 b
Média 7,62 A 2,68 B
CV% 58

1 Concentrag&o de esporos obtida pelaadigdo de 10 mL de &gualplacs;
meédi as de cinco repeti¢des; médias seguidas de mesmaletramindscula
nacolunae mailsculanalinhano diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,01).

2 Meios de cultura agarizados: STT - suco de tomate temperado +
CaCO,, V8 —suco de vegetais V8 + CaCO,, CO — égua de coco, AV —
farinha de aveia, BDA — batata dextrose, FM — extrato de folhas de
milho, FM - CaCO, - extrato de folha de milho + CaCO,

8 Luz sequiencia = seis dias de luz continua seguidos por trés dias de
escuro.
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do 12/12. Estesverificaram que dez diasde claro continuo segui-
do de trés dias de escuro induziram a esporulacdo, embora em
guantidade inferior aquela do fotoperiodo. A auséncia de luz
para indugéo da esporulacéo ja foi relatada para diversos fun-
gos fitopatogénicos como Alternaria brassicae (7), Alternaria
solani (5) e Mycosphaerdllafijensis (3). Nestes casos, aluz age
como foto-inibidor da esporulagéo. Assim, o fornecimento de
luz seguido por um periodo de escuro é necessario para a com-
pleta reproducdo destes patdégenos. Estudos preliminares (da-
dos ndo publicados) indicaram que a submissdo de colbénias de
C. zeae-maydisaregime deluz continuainibiram aformacéo de
esporos, mas ndo a de conidiéforos. Assim, infere-se que esta
espécie fungica necessita de aternancia de regime luminoso
para completar a reprodugéo.

Com base no exposto, a melhor condicdo de incubagao vi-
sando a producdo de conidios de C. zeae-maydis deu-se pela
associagdo do regime deluz 12 horas claro/12 horas escuro com
osmeiosde culturaSTT ou V8.
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