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Meio semiseletivo para recuperacao e quantificacdo de Cryptosporiopsis perennans
em macas

Semi-selective medium for recovery and quantification of Cryptosporiopsis perennans from
apple fruits

Piérri Spolti' Rosa Maria Valdebenito-Sanhueza" Emerson Medeiros Del Ponte!

-NOTA-

RESUMO

A podriddo “olho de boi”, causada pelo fungo
Cryptosporiopsis perennans, é uma das doengas de pos-colheita
da macieira mais importantes no Brasil. Os objetivos deste
trabalho foram desenvolver e avaliar um meio semiseletivo
para a recuperagdo e mensuragdo da populagdo epifita de C.
perennans em magds “Fuji”. A suplementagdo de BDA com
tetraciclina, nistatina e iprodiona, nas respectivas
concentragoes de 12,5, 1 e lug p.a mL", proporcionou o
desenvolvimento de colonias de C. perennans estatisticamente
igual (P>0,05) ao observado no meio BDA. Em condigdes de
infec¢do natural e em amostras pré-inoculadas com C.
perennans, o meio semiseletivo permitiu detectar e quantificar
a populagdo do fungo na superficie dos frutos, além de ter
inibido o crescimento de fungos leveduriformes, dematidceos
e leveduras. Em lavagens de frutos previamente inoculados, o
numero de conidios recuperados com o meio semiseletivo
apresentou correlagdo (r=0,88; P<0,05) com a concentra¢do
do inoculo aspergido sobre os frutos.
Palavras-chave: podridao “olho de boi”
fungicidas.
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ABSTRACT

Bull’s eye rot, caused by Cryptosporiopsis
perennans, is one of the most important apple'’s posharvest
diseases in Brazil. The aim of this research was to develop and
evaluate a semi-selective media to recovery and quantification
of the epiphytic population of C. perennans on the apple fruit
surface. A PDA medium amended with tetracycline, nistatine
and iprodione in concentrations of 12.5; 1 and lug i.a.mL”,
respectively, allowed the development of C. perennans colonies
statistically similar (P>0.05) to those in PDA media. Nistatine
concentrations higher than lug.mL" inhibited the growth of

the pathogen. Under natural infection conditions and pre-
inoculation with C. perennans, the media allowed the detection
and quantification of the fungal population on the fruit surface
without affecting C. perennans development. Number of conidia
observed in pre-inoculated fruits was correlated (r=0.88;
P<0.05) to inoculum concentration sprayed on the fruit surface.

Key words: bull’s eye rot, apple, antibiotics, fungicides.

As doengas podriddo “olho de boi” (POB)
em frutos e cancro de ramos da macieira, ambas
causadas pelo fungo Cryptosporiopsis perennans
(Zeller & Childs) Wollenw. (Kienholz, 1939)
[teleomorfo Neofabreae perennans Kienholz; sin.
Pezicula perennans (Kienholz Dugan, R.G. Roberts &
G.G. Grove)], foram descritas no Brasil, em 1996, e
atualmente encontram-se disseminadas em todas as
regides produtoras de maga do Rio Grande do Sul, de
Santa Catarina ¢ do Parana (VALDEBENITO-
SANHUEZA,2002).

No Brasil, na auséncia de medidas de
controle, danos superiores a 18% das macas refugadas
durante a etapa de processamento foram relatados por
decorréncia da POB, cuja ocorréncia na fase de pré-
colheita ¢ restrita a frutos com ferimentos
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 2002).

Apesar de reconhecida a importancia de
meios semiseletivos em estudos epidemioldgicos, sdo
escassas informagdes na literatura para muitos
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patoégenos (AMIRI et al., 2009). GROVE et al. (1992),
estudando a esporulagdo de C. perennans em cancros
desenvolvidos a partir de inoculagdes artificiais,
utilizaram um meio semiseletivo contendo triforine,
terrazole, estreptomicina e oxitetraciclina. No Brasil,
MAFFIOLETI (2007) utilizou BDA acidificado (pH 4,5)
no isolamento de C. perennans a partir de tecidos de
macieiras. Em ambos os casos, os autores nio
documentaram as vantagens dos meios em relagdo ao
meio de cultura sem suplementagdo. Assim, os objetivos
deste trabalho foram formular e avaliar a sensibilidade
de um meio semiseletivo para C. perennans, por meio
do ajuste de concentragdes de substancias inibidoras
de microrganismos contaminantes comuns em tecidos
da macieira, em niveis ndo inibitdrios ao crescimento
das colonias do patégeno-alvo.

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Fitopatologia da Estagdo Experimental
de Fruticultura Temperada da Embrapa Uva e Vinho,
em Vacaria, Rio Grande do Sul (RS), com um isolado
monosporico de C. perennans (CNPUV/Va-5) obtido
de fruto, o qual, em estudo prévio, mostrou baixa taxa
de crescimento micelial quando comparado a outros
oitos isolados do fungo (BOGO et al., 2008). Diversos
meios foram formulados, em dois ensaios sequenciais,

com dois antibidticos (tetraciclina como inibidor de
bactérias e nistatina para leveduras) e um fungicida
(iprodiona) efetivo contra fungos dematiaceos epifitos
associados aos tecidos de macieira. Assim, os dois
ensaios, com diferentes combinagdes de inibidores,
foram conduzidos utilizando-se 0 meio BDA (4gar 1,8%;
dextrose 1,0%; caldo de batata 2%) modificado e
suplementado conforme o tratamento (Tabela 1)
(PHILLIPS & HARVEY, 1975). Uma aliquota de 100pL
de uma suspensdo de conidios de C. perennans
(102conidios mL™"), ajustada com auxilio de um
hemocitometro, foi distribuida sobre os diferentes meios
em placas de Petri e incubadas a 22°C, com fotoperiodo
de 12h. As variaveis analisadas foram niimero e tamanho
das coldonias de C. perennans, obtido com duas
medic¢des perpendiculares das colonias realizadas com
auxilio de paquimetro digital aos sete e 14 dias de
incubagdo. Os ensaios foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, com trés repetigdes (placas). O nimero de
colonias foi transformado para logvX+10, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

O meio BDATNI (Tabela 1) selecionado nos
ensaios anteriores foi avaliado quanto a eficiéncia de
isolamento de C. perennans. A partir de uma amostra

Tabela 1 - Descrigdo e composi¢do dos meios de cultura avaliados para o desenvolvimento de Cryptosporiopsis perennans, sendo avaliados
em tais meios o nimero e tamanho das colonias e tendo por padrdo o meio BDA.

Meio de cultura pH do meio' (Elg;a.zlrcrlir{?) Nistatina (pg p.a mL™) Iprodiona (ug p.a mL™)
Meios avaliados no 1° ensaio®
BDA’ 7,0 0,0 0,0 0,0
BDAT 7,0 12,5 0,0 0,0
BDATN 7,0 12,5 25,0 0,0
BDATNI, 7,0 12,5 25,0 1,0
BDATNI, 7,0 12.5 25,0 2,0
BDA4,5 45 0,0 0,0 0,0
BDA4,5T 4,5 12,5 0,0 0,0
BDA4,5TN 4,5 12,5 25,0 0,0
BDA4,5TN], 4,5 12,5 25,0 1,0
BDA4,5TNI, 4,5 12,5 25,0 2,0
Meios avaliados no 2° ensaio®
BDATI 7,0 12,5 0,0 1,0
BDATNI 7,0 12,5 1,0 1,0
BDATN;I 7,0 12,5 5,0 1,0
BDATN;I 7,0 12,5 10,0 1,0
BDATN;;s1 7,0 12,5 15,0 1,0

' BDA,s = Ajuste do pH com écido latico 85%; T=tetraciclina; N=nistatina; I=iprodiona com a concentragdo dos inibidores descritos na
tabela.  Meios de cultura utilizados em ambos os ensaios. > Ensaios sequenciais utilizados para a pré-selecio do meio a ser utilizado na
recuperacdo de Cryptosporiopsis perennans, tendo por critério a capacidade de manter o desenvolvimento das colonias de forma equivalente
(P>0,05) ao apresentado em meio BDA. Os resultados do primeiro ensaio foram utilizados para a defini¢cdo da sele¢do dos meios a serem

testados no segundo.
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de oito magds “Fuji”, assintomaticas e coletadas no
campo e sem tratamentos prévios, dois grupos de
quatro magds foram inoculadas por aspersao com uma
suspensdo de 10° conidios mL' de C. perennans. Apos
secos em fluxo laminar, os frutos foram imersos em
400mL de agua destilada esterilizada (ADE) e
adicionada de Tween 0,001% e expostos a sonicacio
por um minuto. Amostras da suspensdo foram
distribuidas em placas de Petri contendo BDA
acidificado ou meio semiseletivo selecionado do
experimento anterior. O mesmo procedimento foi
conduzido com frutos ndo inoculados. Apds 15 dias
de incubagao a 22°C e fotoperiodo de 12h, o nimero de
colonias de C. perennans e o niimero ¢ o tipo de agentes
contaminantes (fungos dematiaceos, bactérias e
leveduras) presentes nas placas foram avaliados. Os
ensaios foram conduzidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco
repetigoes (placas). As médias dos tratamentos em cada
ensaio foram comparadas pelo Teste-t (P<0,05).

Para a avaliagdo da sensibilidade do meio
na detecgdo e quantificagdo de C. perennans, 160 frutos
de macieiras “Fuji” foram aspergidos com alcool 70% e
secos em temperatura ambiente para reduzir a
contaminag@o pelo patoégeno, visando a redugdo do
erro experimental gerado pelo indculo previamente
depositado sobre a superficie das magas. Apds a
secagem, os frutos foram inoculados pela aspersdo de
suspensdes de conidios de C. perennans, nas
concentragoes de 10°, 104, 10° e 10° conidios mL"!,
ajustadas com hemacitdmetro. As suspensdes foram
obtidas a partir de colonias desenvolvidas por 14 dias,
a 20°C, com fotoperiodo de 12h. Foram utilizados 40
frutos para cada concentragdo de inoculo e destes 20
frutos foram analisados para a detecg@o de propagulos
pelo método de lavagem e cultivo de amostras das
suspensdes no meio semiseletivo selecionado e em
BDA acidificado. No restante dos frutos, foi feita a
deteccdo de infec¢des latentes conforme
VALDEBENITO-SANHUEZA et al. (2006), sendo
registrada a incidéncia da podridao “olho de boi” (%).
O tratamento testemunha foi composto pelo mesmo
numero de frutos pulverizados com ADE. O ensaio foi
conduzido em blocos ao acaso, com cinco repetigoes,
compostas por uma amostra de quatro frutos. Os dados
foram submetidos a analise de correlagao linear entre a
concentragdo da suspensdo de conidios inoculada nos
frutos e o niimero de conidios de C. perennans isolados
nas placas apds a lavagem, obtido pela formula

conidios.fruto’l - (Ncolfmias.placa’l x 0,1 x 400)/4; em que
conidios e - TMUMeETo de conidios por frutos, Nmmnﬁas_pmca’l'
A inoculagdo por aspersdo buscou simular o que
provavelmente ocorre em condi¢des naturais de

infeccdo, em que os niveis de inoculo testados tinham
por objetivo avaliar a capacidade de recuperacdo do
patégeno, assumindo-se que o meio semiseletivo
deveria ser capaz de detectar e apresentar correlagdo
na recupera¢do com a concentragdo de inoéculo
aspergida. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa estatistico SAS (versdo 9, SAS
Institute, Cary, NC).

No ensaio para avaliagdo dos inibidores de
contaminantes, ndo foi observado crescimento de C.
perennans nos meios suplementados com nistatina na
dose de 25ug mL'. O desenvolvimento de C. perennans
foi estatisticamente igual (P>0,05) ao observado no
meio BDA acidificado e nos com meios com tetraciclina
em pH neutro (Figura 1A e Figura 1B). Segundo MILLER
(1932), C. perennans apresenta desenvolvimento em
BDA, numa faixa de pH entre 2,2 ¢ 11,3. Dessa forma, a
ampla faixa de pH para o crescimento de C. perennans
pode explicar a similaridade no crescimento micelial em
BDA eBDA pH4,5.

O menor tempo necessario para a realizagio
das avaliac¢des foi de sete dias, pelo uso dos meios
BDA acidificado e BDA+tetraciclina. A diminuigao das
doses de nistatina permitiu o crescimento de C.
perennans apenas na menor concentra¢do (1pg mL™).
Apbs sete dias de incubag@o, o meio BDA com pH
neutro suplementado com tetraciclina, nistatina e
iprodiona, nas respectivas doses de 12,5pg mL", 1pg
mL"! e 1pg mL", ndo inibiu o desenvolvimento de C.
perennans quando comparado ao meio BDA ph neutro
ou em BDA acidificado (P>0,05) (Figura 1C e Figura
1D). Na validacdo do meio semiseletivo contendo os
dois antibioticos e o fungicida, foi observada uma
redugdo significativa do numero de fungos
leveduriformes, dematiaceos e de leveduras e, em
relacdo ao meio BDA acidificado, ndo reduziu a
recuperacdo de colonias de C. perennans dos frutos
inoculados (Figura 1F) ou nao inoculados (Figura 1E)
(P>0,05). Conforme SPOTTS (1985), um meio
semiseletivo deve ser capaz de recuperar o patdogeno
de interesse também sob condi¢des de infestacdo
natural para reduzir a probabilidade de falsos negativos,
conforme apresentado pelo mesmo autor em
isolamentos de patdogenos em péras, com a utilizagdo
de BDA acidificado. Apesar de o meio BDA pH 4,5 ter
permitido recuperar o mesmo numero de colonias de C.
perennans que o meio semiseletivo proposto, esse
ultimo, em atividades de rotina no laboratorio, apresenta
como vantagem a facilidade nas avaliagdes pelo menor
numero total de contaminantes. Tal resultado corrobora
as avaliacoes realizadas por MAFFIOLETI (2007), uma
vez que a utilizagdo do meio BDA pH 4,5 permitiu a
recuperagdo de C. perennans em niimeros semelhantes,
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Figura 1 - Influéncia da composi¢do ¢ do pH dos meios no numero e tamanho médio de colonias de Cryptosporiopsis
perennans aos sete e aos 14 dias ap6s a inoculagdo (DAI) no primeiro (A, B) e no segundo ensaio (C, D), em
que colunas com letras maitsculas distintas entre os meios e minusculas entre DAI diferem entre si pelo teste
de comparagdo de médias de Tukey (P<0,05). Numero e tipo de microorganismos isolados a partir da
lavagem de uma amostra de magas da cultivar “Fuji” previamente inoculadas por aspersdo com Cryptosporiopsis
perennans (E) e ndo inoculadas (F). Médias em cada par de colunas foram estatisticamente diferentes entre
si pelo Teste-t (P<0,05), exceto quando indicado (™ = ndo significativo).

com a utilizagdo do meio BDATNI. Finalmente, o meio
semiseletivo permitiu detectar e quantificar o indculo
do patdégeno presente na superficie dos frutos nas
quatro concentragdes de indculo aspergidas sobre os
frutos (r=0,88; P=0,04), o que ndo ocorreu pela utilizagdo
do BDA acidificado (r=0,23; P=0,47). A incidéncia da
podriddo “olho de boi” nos frutos incubados s6 foi
observada nos tratamentos com aspersao de 10° e 10°
conidios mL!, com incidéncia média de 4 e 8%,
respectivamente.

O meio semiseletivo proposto no presente
trabalho possibilitara estudos de flutuagdo de inoculo,
uma vez que permite detectar com corregdo o indculo
nos frutos, principalmente, na fase final de formagao
do fruto, periodo de maior suscetibilidade as infec¢des
por C. perennans (HENRIQUEZ et al., 2008). A maior
restri¢cao no desenvolvimento dos microorganismos e
a adequada quantificagdo de C. perennans, quando
comparada a obtida pelo uso de BDA acidificado, em
associagdo com a facil preparagdo, qualificam a
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utilizagdo do meio semiseletivo em trabalhos de rotina
do laboratorio.
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