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Resumo — O trabalho teve como objetivo padronizar uma metodologia de
producao de pré-inéculo de Cercospora aff. canescens (CMAA 1444) capaz
de promover regularidade no processo de produgéo de esporos do fungo em
fermentagao liquida. O isolado foi cultivado em meio Batata Dextrose Agar e,
apos sete dias, dez discos de micélio foram transferidos para Erlenmeyers
de 500 mL contendo 300 mL do meio de cultura liquido Czapek-Dox
modificado. O Erlenmeyer foi mantido em agitador orbital a 150 rpm por sete
dias a 25 °C sob luz continua. Apés este periodo, a biomassa foi filtrada e
aliquotas de 5 mL da suspensao (pré-indculo) foram transferidas para 36
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio Czapek-Dox modificado.
Os Erlenmeyers foram numerados e fixados em arranjo 6x6 de um
agitador orbital a 150 rpm, luz continua e 25 °C. O ensaio foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado e cada Erlenmeyer foi considerado
como uma unidade experimental. Apos 15 dias, a biomassa foi separada
da fragéo liquida por filtragem e seca a 70 °C até a obtengcdo de massa
constante. A quantificagdo de esporos por mililitro foi feita na fragéo liquida.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e a testes de normalidade.
Cada linha e coluna do equipamento foram consideradas como tratamentos
na analise de variancia. A posigcao do frasco em relagdo a fonte luminosa
nao teve efeito significativo na biomassa (1,08 a 1,17 g) e na concentragéo
de inéculo (19 a 30 x10*esporos por mililitro). Houve uma reducao de 12 %
no coeficiente de variagdo da concentragéo de indculo de C. aff. canescens
usando pre-indéculo obtido de cultivo em fermentacao liquida.

Termos para indexagdo: Ipomoea spp., corda-de-viola, mico-herbicida,
variabilidade inerente.

Pre-inoculum production of Cercospora aff. canescens
under liquid fermentation

Abstract — The present work aims to standardize a methodology to produce
seed culture of Cercospora aff. canescens (CMAA 1444) to provide a



regular production of spores of the fungus under
liquid fermentation. The isolate was grown on Petri
dishes with potato dextrose agar and, after seven
days, ten mycelial disks were transferred to 500 mL
Erlenmeyer flasks containing 300 mL of Czapek-Dox
modified liquid media. The flasks were placed in an
orbital shaker (150 rpm) at 25 °C, under continuous
light for seven days, after that the biomass was
separated from the liquid fraction by filtration.
Aliquots containing 5 ml of the filtrate were used as
pre-inoculum and transferred to 36 Erlenmeyers of
250 mL containing 50 mL of Czapek-Dox modified
liquid media. The flasks were positioned in a 6x6
arrangement in an orbital shaker (150 rpm) at
25 °C, under continuous light. The assay was
carried out in a completely randomized design and
each flask was considered an experimental unit.
After 15 days, the biomass was separated from liquid
fraction, filtered, and dried at 70 °C until constant
weight. The concentration of spores per mililiter was
obtained from liquid fraction. Data were submitted to
analysis of variance and normality tests. Each line
and each column of the shaker were considered as
treatments in the analysis of variance. The position
of culture flasks in relation to the light source did not
significantly affected the biomass (1,08 to 1,17 @)
and inoculum concentration (19 to 30 x104 spores
per mililiter). There was a reduction of 12 % in the
coefficient of variation of inoculum concentration of
C. aff. canescens by using seed culture obtained
from liquid fermentation.

Index terms: Ipomoea spp.,
micoherbicide, natural variability.

morning glories,

Introducgao

O isolado de Cercospora aff. canescens
CMAA 1444 foi selecionado como possivel mico-
-herbicida a partir de levantamento da micobiota
de cordas-de-viola (l[pomoea spp.) e de estudos de
epidemiologia de doengas associadas (Nechet et al.,
2019). As cordas-de-viola sdo invasoras em areas de
cana crua, uma vez que apresentam capacidade de
germinar sob a camada de palha que se forma em
areas de cana-de-agUcar manejadas sem queima
(Monquero et al., 2011). Por serem trepadeiras
agressivas interferem, ndo apenas na capacidade
produtiva da cultura, mas dificultam o corte mecanizado,
e comprometem o rendimento das maquinas e
qualidade do produto colhido. Além disso, a presenca
da palha diminui a eficacia tanto de herbicidas pré-
-emergentes como dos pds-emergentes (Pizzo et al.,
2010; Silva; Monquero, 2013). Atualmente, estudos
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vem sendo realizados com relacédo a otimizacao da
producdo de inéculo do isolado CMAA 1444 em
fermentacao liquida para viabilizar os estudos em
casa de vegetagdo e em condi¢des de campo e,
consequentemente, um produto bioloégico para o
controle de corda-de-viola (Barbosa et al., 2023).

Os ensaios de fermentacéo liquida na Embrapa
Meio Ambiente sdo realizados em incubadoras do
tipo shaker com espago para 36 Erlenmeyers dis-
postos em arranjo 6X6 (45x45 cm) e com a posigao
das lampadas na porta da incubadora. A luz é um
fator importante na produgédo de esporos de C.
aff. canescens, portanto é essencial a uniformidade
deste fator nos ensaios. Porém, um estudo condu-
zido por Souza et al. (2022) confirmou que, embora
haja uniformidade da luz recebida por cada unidade
experimental nestas condigdes de cultivo, obtém-se
alto coeficiente de variagdo para o parametro nu-
mero de esporos por mililitro (31,82%) nestas con-
dicdes de experimento de laboratério quando com-
parado com o coeficiente de variacdo observado
para o parametro massa micelial (2,39%). Como o
esporo é considerado a estrutura infectiva mais im-
portante para causar doenga na corda-de-viola é
importante reduzir esta variagdo para que o pro-
cesso de fermentagdo tenha maior uniformidade
entre as repeticdes experimentais.

Ha uma variabilidade intrinseca na producéo
de esporos de C. aff. canescens e a minimizagao
desta variabilidade é essencial para interpretacoes
dos efeitos de ‘tratamentos’ em ensaios de
otimizagdo. Assim, €& necessario estudar um
ajuste na metodologia utilizada para a produgao
do pré-inéculo em fermentagéo liquida. No ensaio
conduzido por Souza et al. (2022), a fonte de inéculo
inicial transferida para os frascos de fermentacao
(pré-indculo) foi obtida de cinco colbnias cultivadas
em placas de Petri diferentes. A variabilidade do
crescimento micelial, mesmo em condigdes similares
de cultivo, € amplamente conhecida na literatura
para diversos géneros de fungos (Groenewald
et al., 2013; Damm et al., 2019). Portanto, uma das
hipoteses é que este pode ter sido um fator que
contribuiu para a alta variabilidade observada nos
valores do numero de esporos por mililitro.

Assim, realizou-se um segundo estudo baseado
na hipétese de que ha redugdo da variabilidade
inerente do fungo quando se utiliza pré-inéculo
obtido de cultivo em fermentagéo liquida com o
objetivo de padronizar a metodologia de produgéo
de pré-inéculo de C. aff. canescens.
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Material e métodos

O isolado de C. aff. canescens CMAA 1444 (BRM
042514; GenBank MG652650.1) foi recuperado de
armazenamento em Castellani, repicado, e colocado
em placas de Petri contendo meio de cultura de
Batata Dextrose Agar (BDA), mantidas por sete dias
em incubadora a 25 °C, em fotoperiodo de 12 h para
obtengao da col6nia. Apos este periodo, 10 discos
de BDA (5 mm) da periferia da coldnia fungica
crescida em uma unica placa foram transferidos
para Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL
de meio liquido sintético Czapek-Dox modificado,
pH 4. dextrose (CH,,OH,0) 4,5 g/L, nitrato de
calcio (Ca(NO,),.4H,0) 1g/L, sulfato de magnésio
(MgSO,7H,0) 2,5 g/L, fosfato de potassio (K,HPO,)
0,25 g/L, cloreto de potassio (KCI) 0,25 g/L, e sulfato
de ferro (FeSO,H,0) 0,0364 g/L.

O Erlenmeyer foi mantido em agitagdo no
agitador orbital do tipo shaker (150 rpm) por sete
dias a 25 °C sob luz continua (3 lampadas Branco
Neutro de 10 w cada uma). Apds este periodo, o
Erlenmeyer foi transferido para o ultrassom por cinco
minutos. Em seguida, em condigbes assépticas,
a biomassa foi filtrada utilizando uma peneira de
20 mesh para separagéo da fracao liquida. Cada 5
mL da frag&o liquida (pré-inéculo contendo 12.850
ufc/mL) foi transferida para 36 frascos de 250 mL
com defletores contendo 50 mL de meio de cultura
liquido Czapek-Dox modificado.

Apos a inoculagdo os 36 frascos foram
transferidos para o agitador orbital do tipo shaker,
dispostos em 6 linhas e 6 colunas (Figura 1), a
150 rpm e luz continua (3 ldmpadas Branco Neutro
de 10 w cada uma) a 25 °C. Cada Erlenmeyer foi

numerado e sua posic¢ao foi fixada no equipamento
utilizando o mesmo arranjo experimental do ensaio
de Souza et al. (2022). O ensaio foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, sendo
cada Erlenmeyer considerado como uma unidade
experimental.

Apés 14 dias de crescimento foi feita a avaliagdo
dos parametros biomassa e produgao de inéculo.
Os frascos foram transferidos para um ultrassom
por 5 minutos. A biomassa foi separada da fracédo
liguida com uso de uma peneira de 20 mesh,
depositada em papel de filtro Whatman N° 1 e
seca em estufa a 70 °C até a obtencdo de massa
constante. Apés a secagem a massa micelial
foi obtida por pesagem em balanga analitica.
A fragdo liquida foi transferida para tubos tipo
Falcon de 50 mL e centrifugados a 7000 rpm, a
25 °C, por 15 minutos. Apoés isso, 0 sobrenadante
foi descartado até a obtencdo de uma amostra de
5 mL de suspensao liquida, medida com o auxilio
da marcagéo de volume dos tubos do tipo Falcon.
A partir desta amostra, com o auxilio de uma
pipeta volumétrica, retirou-se 1 mL de suspenséo
que foi depositada na Camara de Neubauer e
observada em microscépio optico (objetiva 20x)
para contagem do ndmero de esporos. Os esporos
foram contados nos quatro quadrantes da camara
de Neubauer e a média obtida foi multiplicada por
104 para a obtengdo do numero de esporos por
mililitro.

Os dados de massa micelial (mg) e de
esporos por mililitro foram submetidos a analise
de varidncia (ANOVA), utilizando o programa
SAS (SAS Institute, 2013). O efeito da posigao

31 32 33 34 35 36

25 26 27 28 25 30

19 20 21 22 23 24

Foto: Katia de Lima Nechet

13 14 15 16 17 13
7 8 9 10 11 12
4 5 6

Posicao fonte luminosa

Figura 1. Disposigao dos frascos de crescimento em relagédo a fonte luminosa na incubadora do tipo shaker.

Fonte: Souza et al. (2022).



do frasco nos parametros avaliados foi verificado
considerando cada linha e cada coluna como
tratamentos na analise de variancia. Os dados
coletados foram também submetidos ao teste
de normalidade usando os testes estatisticos
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Cramer-von
Mises e Anderson-Darling.

Resultados e discussao

Os valores de biomassa seca obtido nos frascos
variaram de 1,08 a 1,17 g/50 mL e sdo apresentados
de forma grafica na Figura 2.

6

linhas °

Massa Micelial (g)
g

100 - colunas 3
1
2 2

Fonte de luz 5

Figura 2. Representagéo grafica dos valores obtidos de
biomassa seca (g/50 ml) em fung¢éo da posicéo do frasco
(linhas e colunas) em relagdo a fonte luminosa.
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Os valores de esporos por mililitro obtidos
para cada posigdo de frasco variaram de 19 x 10*
esporos por mililitro a 30 x 10* esporos por mililitro e
séo apresentados de forma grafica na Figura 3.

w
&

30
25
20
15
10

(x10%/mL)

Numero de esporos

S
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1

Fonte de luz &

Figura 3. Representagdo grafica dos valores obtidos
de esporos por mililitro em fungao da posi¢do do frasco
(linhas e colunas) em relagéo a fonte luminosa.

Segundo todos os testes de normalidade
aplicados para ambas as variaveis, os
valores de p foram maiores que 0,15 e a
hipétese de normalidade ndo pode ser rejeitada
(Tabela 1). Portanto, aceita-se que os dados
seguem a distribuicdo normal. A distribuicdo
da normalidade dos dados analisados ¢é
apresentada na Figura 4.

Tabela 1. Resultados dos testes de normalidade para as varidveis massa e esporos por mililitro de Cercospora aff.

canescens.
Testes de Massa micelial
normalidade Medida Prob
Shapiro-Wilk (W) 0,95429 <W
Kolmogorov-Smirnov (D) 0,12457 >D
Cramer-von-Mises (W-Sq) 0,06824 >W-Sq
Anderson-Darling (A-Sq) 0,47688 >A-Sq
30
©
S 25 A
tdz) /—\
g 20 S—
®
T 15
;g 10
35 <
[=]
0 ‘ |
1,080 1,095 1,110 1,125 1,140 1,155 1,170
Massa micelial
Curva Normal ajustada —— (média = 1,1266 desvio padréo = 0,0257)

Distribuigdo de frequéncia

Numero de esporos

Valor p Medida Prob Valor p
0,1534 0,97560 <W 0,6134
>0,150 0,11161 >D >0,150
>0,250 0,04238 >W-Sq >0,250
>23,03 0,27426 >A-Sq >0,250
40
B
30
20
10
ol . : . _ =
20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5
Numero de esporos
Curva Normal ajustada —— (média = 24,929 desvio padréo = 3,2076)

Figura 4. Distribuicdo de normalidade dos dados de massa micelial (A) e de numero de esporos por mililitro (B) de

Cercospora aff. canescens.
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Segundo a andlise de varidncia, o modelo
que assumiu as linhas e colunas (representando
a posicdo de cada frasco) como causas de
variagao, tanto no valor da massa micelial quanto
de esporulagdo, ndo foi significativo. Portanto, a
variabilidade encontrada nao pode ser atribuida a
posicao ocupada pelo frasco dentro do equipamento,
confirmando os resultados obtidos no ensaio anterior
conduzido por Souza et al. (2022).

O coeficiente de variagdo (CV) observado para
a variavel esporo/mL (12,86%) ainda é bem maior
que o da variavel massa micelial (2,27%) (Tabela 2),
porém, teve seu valor reduzido em relagdo ao
experimento anterior, que foi de 31,82% (Souza
et al., 2022), um patamar bem mais aceitavel.

Portanto, ainda é importante ressaltar que,
se os possiveis efeitos de tratamentos a serem
testados ndo forem muito evidentes e resultarem
em valores absolutos de diferenga na produgao
de esporos por mililitro bastante elevados, os
efeitos podem nao ser considerados significativos.
A variabilidade inerente da produgao de esporos
no experimento esta na ordem de 12%, portanto,
variagdes causadas por tratamentos terdao de ser
superiores a esse patamar para ser diferenciadas
da simples variagdo do acaso.

A mudancga de produgdo de pré-inéculo de C.
aff. canescens a partir de filtrado de fermentagao

liquida, e ndo diretamente a partir de colénia fungica
obtida de cultivo em meio sélido, como realizado
no estudo anterior de Souza et al. (2022), reduziu
o coeficiente de variagdo do parametro producio
de esporos por mililitro, principal parametro de
avaliagao nos ensaios de otimizagao de producéao
de indculo do fungo.

Apartir destes resultados, definiu-se o protocolo
de produgdo de pré-inéculo de C. aff. canescens
para delineamento dos ensaios de fermentagao
liquida (Figura 5).

A fermentagdo liquida tem sido cada vez mais
utilizada para a produgéo massal de microrganismos,
incluindo fungos e bactérias, selecionados como
agentes de controle biolégico para os mais diversos
alvos, como plantas daninhas, insetos-praga e
fitopatogenos (Vieira et al., 2018; Rezende et al.,
2020; Gotti et al.,, 2023). O género Cercospora
tem como caracteristica seu crescimento lento
e escassez de esporulacdo em meio artificial
(Groenewald et al., 2013) e as mais variadas
condigbes de cultivo sdo encontradas na literatura
visando otimizar a produgéo de conidios do fungo
(Silva et al., 1988; Uppala et al., 2019). Embora a
maioria dos trabalhos use o cultivo em meio sélido
para a produgao de conidios de Cercospora, alguns
estudos demonstraram a produgao de conidios em
fermentacao liquida utilizando diferentes meios de

Tabela 2. Coeficiente de variagdo observado para os dados de massa micelial e de nimero de esporos por mililitro de

Cercospora aff. canescens.

Variavel N Média
Numero de esporos 35 24,929
Massa micelial 35 1,127

Cultivo em meio liquido
7 dias a 150 rpm luz continua

Cultivo em meio sélido
7 dias fotoperiodo

Desvio padrao

Sy — Separagdo
. Biomassa/Filtrado

—

Erro padrio Coeficiente de

variagao
3,2076 0,5422 12,8673
0,0256 0,0043 2,2778

\ o8
és% Filtrado

!& pré-indculo
i = ——

Fotos: Katia de Lima Nechet

Ensaios fermentago liquida

Figura 5. Etapas de producgéo de pré-inéculo de Cercospora aff. canescens para cultivo em fermentagéao liquida.



cultura (Avila e Pitelli, 2004; Da Costa et al., 2020).
Entretanto, os meios de cultura utilizados nao séo
quimicamente definidos, o que dificulta verificar o
efeito das variagdes nos componentes na produgao
de conidios. No trabalho apresentado utilizou-
se um meio quimicamente definido que permitira
selecionar parametros quantitativos para obtengao
de maior produgao de inéculo.

Os fatores de crescimento e condicbes de
cultivo determinados nesta fase de produgdo em
pequena escala em Erlenmeyers serdo a base
para a realizagdo de ensaios em escalas maiores
em biorreatores (Ganeshan et al., 2021). Portanto,
a padronizagdo da producido de pré-indculo
estabelecida neste ensaio é importante para
reduzir a variabilidade inerente a produgdo massal
de in6culo de C. aff. canescens e determinar os
parametros de otimizagdo de produgdo de inéculo
em fermentacgao liquida, considerando as condigbes
experimentais dos ensaios em incubadora do tipo
shaker com iluminagao.

Conclusoes

Este estudo demonstrou a redugdo da
variabilidade inerente da produgédo de esporos por
mililitro de Cercospora aff. canescens a partir da
mudanca na produgao de pré-indculo. A metodologia
de produgao de pré-indculo envolve a utilizagao
do filtrado obtido do cultivo de C. aff. canescens
em meio liquido em agitagdo a 150 rpm e sob luz
continua por 7 dias. Os resultados confirmaram
ainda que a condigao experimental da incubadora
€ uniforme em relagdo a intensidade luminosa,
permitindo o uso de todas as 36 posi¢des de frascos
nos ensaios de otimizagao.
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