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D9esenvolvimento de metodologia para cultivo do fungo
Cercospora caricis, agente de biocontrole de Cyperus rotundus

RESUMO

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, ao longo dos seus 30 anos
de existéncia, vem promovendo a formacdo de estoques de linhagens de
microrganismos nativas, que podem ser utilizadas pela comunidade cientifica, em
diversos programas de pesquisa. Isto tem possibilitado uma série de estudos com
vistas ao controle biolégico de pragas, a exemplo do presente trabalho. Isolados de
Cercospora caricis, patogénicos a tiririca (Cyperus rotundus), foram avaliados quanto
ao crescimento micelial e esporulacdo em condi¢cdes variadas de cultivo. Em geral,
nos testes envolvendo os isolados CEN 051 e CEN 055, o ultimo foi superior em
termos de crescimento micelial (diametro de colbnia), porém apresentou valores
médios de producdo de esporos mais baixos. Destacaram-se 0s seguintes meios
para cultivo do isolado CEN 055: extrato de folha de tiririca-agar (EFTA), extrato de
raiz de cenoura-agar (ERCA), batata-dextrose-agar (BDA), melaco de cana-agar
(MCA), suco de folha de tiririca-agar (SFTA) e o sintético CSM. O periodo de cultivo
de sete dias mostrou ser adequado para a ocorréncia de esporulacdo, em estudo
envolvendo 10 isolados do fungo, apesar da baixa densidade de esporos verificada.
Em outro estudo, 13 isolados foram testados quanto a capacidade de esporulacgéo,
em fragmentos de folha de tiririca dispostos sobre meio agar-dgua. Registrou-se
presenca de esporos para todos os isolados, que, entretanto, reagiram
diferentemente ao fotoperiodo.

Palavras-chave: tiririca roxa, fungo, crescimento micelial, esporulacao.



ABSTRACT

Mello, S.C.M., Avila, Z.R., Borges Neto, C.R. Development of a methodology for
inoculum production of Cercospora caricis, a biological control agent of purple
nutsedge.

Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, for the last 30 years, has promoted
development of germoplasm banks of microorganisms. In this way, it has become
possible to assess strains for use in several research programs, including biological
control of agricultural pests, as is presented in this work. Isolates of Cercospora
caricis that cause leafspot of purple nutsedge (Cyperus rotundus) were evaluated for
mycelial growth and sporulation in different culture conditions. The isolate CEN 055
showed greater mycelial growth than did CEN 051. However, the isolate CEN 051
showed greater sporulation capacity. The best media for culturing isolate CEN 055
were: purple nutsedge leaf-extract agar, carrot root-extract agar, potato-dextrose
agar, sugar cane molasses agar, nutsedge leaf-juice agar, and the synthetic CSM. A
seven day culture period was suitable for observing the occurrence of sporulation in
studies where 10 isolates were tested, despite the low spore density in these strains.
In another study, 13 isolates were tested for sporulation capacity using nutsedge leaf
fragments in water-agar media. Sporulation was observed for all isolates, despite
differences in their responses to light.

Keywords: purple nutsedge, fungus, mycelial growth, sporulation.



INTRODUCAO

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, ao longo dos seus 30 anos
de existéncia, vem promovendo atividades destinadas a estruturacdo de bancos de
germoplasma microbiano. Isto possibilitou a formacdo de estoques de linhagens
nativas que podem ser utilizadas pela comunidade cientifica, em diversos programas
de pesquisa. Entre os microrganismos que sdo mantidos na colecdo de fungos,
bactérias e actinomicetos para controle biolégico de fitopatdbgenos e de plantas
daninhas incluem-se, por exemplo, varios isolados de Cercospora caricis Oudem,
todos caracterizados por critérios morfolégicos, moleculares e de viruléncia.

O fungo C. caricis € um patdogeno com elevada especificidade a espécie
Cyperus rotundus L. (tiririca) e tem sido alvo de pesquisas para o biocontrole desta
planta daninha (BORGES NETO, 1997; INGLIS et al., 2001; RIBEIRO et al., 1997,
TEIXEIRA, 1999).

Apesar do grande numero de espécies de Cercospora conhecidas, poucas
tém sido cultivadas artificialmente ou estudadas do ponto de vista fisiologico. Existe
um consenso de que essas espécies fungicas apresentam, como caracteristicas
comuns, crescimento lento e escassez de esporulacdo, ou mesmo a sua auséncia,
em meios de cultivo utilizados rotineiramente em laboratério (BLANEY, 1987,
CARISSE e KUSHALAPPA, 1989; PELOSO et al, 1989; FREEMAN e
CHARUDATTAN, 1984; LOCH et al., 1975; SILVA et al., 1988; STAVELY e NIMMO,
1968).

Desse modo, a adequacdo de composicOes de meios de cultivo é
fundamental para que se obtenha quantidades satisfatérias de indculo de C. caricis

para uso nos programas de pesquisa voltados ao biocontrole da tiririca. Além disso,



ha indicios de que a capacidade de utilizacdo de diferentes substratos possa
influenciar na producao de

toxinas e metabdlitos, resultando em variacées na patogenicidade de isolados
do fungo (TEIXEIRA, 1999).

Adicionalmente, a resposta de espécies de Cercospora ao efeito da luz é
variavel, algumas necessitando de periodo escuro para esporulagéo, outras, de luz
continua, ainda outras, de periodos de luz intercalados com escuro (BECKMAN e
PAYNE, 1983; CALPOUZOS e STALLKNECHT, 1967; COOPERMAN e JENKINS,
1986; LOCH et al., 1975).

Considerando a importancia dos fatos expostos, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de composices de meios de cultura e regimes de luz no crescimento

e esporulacéo de diversos isolados de C. caricis.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Nucleo
Tematico de Controle Bioldégico (NTCB) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, utilizando isolados de C. caricis pertencentes a colecdo de fungos de
interesse para controle biologico de plantas daninhas. A ativacdo das colbnias,
mantidas em meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) em tubos inclinados, sob
refrigeracdo, se deu no mesmo meio, a 28°C.

Em todos os ensaios conduzidos, os meios de cultura tiveram o pH ajustado
para 5. 5, considerado adequado para o cultivo de C. caricis, de acordo com Ribeiro
et al. (1997). Os experimentos foram conduzidos pelo menos duas vezes em

delineamento inteiramente casualizado e, a ndo ser nos casos especificados, 0s
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resultados foram submetidos a analise de variancia, seguida de comparacao das
médias, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Meios sélidos para o cultivo de C. caricis

Os ensaios para avaliacdo de meios de cultura foram realizados em duas
etapas, utilizando os isolados CEN 051 e CEN 055 de C. caricis. Na primeira etapa,
testaram-se 0s seguintes meios: V-8 caseiro-agar (V8CA), preparado a partir do
suco V-8 de confeccdo caseira; V-8 industrial-agar (V8IA), a base de suco
industrializado (marca Campbell); extrato de folha de cenoura-agar (EFCA); extrato
de folha de tiririca-agar (EFTA); extrato de folha de milho-agar (EFMA); extrato de
raiz de cenoura-agar (ERCA); meio de Richard (SRY); batata-dextrose-agar (BDA) e
0 meio sintético CSM (TEIXEIRA, 1999). Na segunda etapa, utilizaram-se 0os meios:
suco de folha de cenoura-agar (SFCA); suco de folha de tiririca-agar (SFTA); suco
de folha de milho-agar (SFMA); suco de raiz de beterraba-agar (SRBA); leite de
coco-agar (LCA); melaco de cana-agar (MCA) e folha de tiririca seca-Agar (AAFTS).
Os procedimentos para o preparo dos meios de cultura foram descritos
detalhadamente por Borges Neto (1997).

No centro de cada placa de Petri, contendo o meio de cultura, depositou-se
um disco de micélio (7 mm de diametro) do fungo. A incubac&o ocorreu a 28 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas. O fotoperiodo foi simulado por meio de quatro lampadas
fluorescentes de 20W, instaladas na porta da incubadora do tipo B.O.D. (Nova
Técnica, modelo NT 708, AT). As avaliacdes do crescimento das col6nias foram
realizadas aos 34 dias de cultivo, observando-se também a ocorréncia de
esporulacéo.

Foram realizadas quatro repeticbes por tratamento, sendo a unidade

experimental constituida de uma placa de Petri.
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Avaliacdo da esporulacdo de isolados de C. caricis em diferentes periodos de
cultivo

A fim de se determinar periodos de incubacdo adequados para avaliacao de
esporulacdo do fungo, realizou-se um ensaio, em que os isolados CEN 032, CEN
035 CEN 043, CEN 046, CEN 049, CEN 051, CEN 055, CEN 074, CEN 080 e CEN
081 foram cultivados em meio EFTA. Adotaram-se os periodos de cultivo de 7, 14,
21 e 28 dias. O estabelecimento das colbnias foi realizado a partir de discos de
micélio provenientes de culturas desenvolvidas em meio BDA. As condi¢des para
incubacdo foram as mesmas adotadas no experimento anterior. A verificacdo da
presenca de esporos foi registrada mediante exame sob microscopio oOptico, de
amostras de suspensfes obtidas pela lavagem da superficie de cada colbnia com
50 mL de agua destilada. Das placas incubadas por 28 dias, foram também
tomadas as medidas do diametro médio das col6nias. Utilizaram-se trés repeticdoes
por isolado, para cada periodo de incubacéo.
Determinacdo do efeito de regimes de luz e de meios de cultura sobre a
esporulacéo de C. caricis

Para a avaliar o efeito de diferentes regimes de luz sobre a esporulacédo dos

isolados CEN 051 e CEN 055 de C. caricis, utilizaram-se, além dos meios V8CA,
BDA, EFTA, um meio a base de suco de tomate caseiro (STCA), preparado como
descrito por Borges Neto (1997). Empregaram-se 230 mL do suco concentrado, 0s
quais foram diluidos em agua destilada (quantidade suficiente para completar
1000mL do meio) e acrescidos de CaCOg3 (3g/L). Apos a transferéncia dos discos de
micélio como descrito anteriormente, as placas foram incubadas a 28° C, sob quatro

diferentes regimes de luz: 4 horas e 12 horas de alternancia de luz (claro/escuro),
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luz continua (LC) e escuro continuo (EC). Foram utilizadas cinco placas por
tratamento

Aos sete dias de cultivo, determinou-se 0 numero de esporos por placa,
tomando-se as médias de trés leituras em camara de Neubauer, a partir de
suspensdes preparadas pela adicdo de 5,0mL de solu¢do aguosa contendo Tween
20 (polioxietileno sorbitan monolaurate) a 0,02%.

Esporulacédo de C. caricis em fragmentos de folhas de tiririca

A esporulacao de isolados de C. caricis em fragmentos de folhas de tiririca
foi avaliada de acordo com a técnica desenvolvida por Vakalounakis (1982) para
inducéo de esporulacdo de Alternaria solani. O experimento foi conduzido com trés
grupos de isolados: o primeiro, com os isolados CEN 051, CEN 055, CEN 074, CEN
034 e CEN 038; o segundo, com os isolados, CEN 081, CEN 043, CEN 049 e o
terceiro, com os isolados CEN 080, CEN 046 e CEN 035. No segundo grupo, incluiu-
se também um isolado de C. beticola (CEN 053), que vinha sendo usado como
referéncia em trabalhos de caracterizacdo morfolégica e molecular. O isolado CEN
032 de C. caricis foi utilizado em todos os grupos.

Folhas sadias de tiririca foram coletadas de plantas cultivadas em casa de
vegetacao e cortadas em fragmentos de 1,5 cm. Estes fragmentos foram lavados em
agua de torneira, acondicionados em frascos Erlenmeyers contendo agua destilada
e autoclavados (120 °C/ 20 minutos). Ap6s remocdo do excesso de agua com o
auxilio de papel filtro, os fragmentos foram dispostos em placa de petri (10
fragmentos/ placa), contendo meio agar-agua. Sobre cada um dos fragmentos,
depositou-se um disco de micélio retirado de colbnias com 13 dias de idade,
desenvolvidas em meio BDA. As placas foram incubadas durante sete dias a 28° C,

utilizando os mesmos fotoperiodos do item anterior.
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Os fragmentos de folhas de tiririca colonizados pelo fungo foram coletados
de cada placa individualmente e colocados em tubos de ensaio contendo 5 mL da
solucéo de Tween a 0,02%. Apods agitacdo por 30 segundos, a suspensao obtida foi
fitrada em gaze, determinando-se a concentracdo de esporos, com auxilio de

camara de Neubauer. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Meios sélidos para o cultivo de C. caricis

Ao serem avaliadas diferentes composicdes de meios de cultura para o
cultivo dos isolados de C. caricis (CEN 051 e CEN 055), observou-se interacao entre
meios de cultura e isolados (Figura 1). Os meios CSM e ERCA proporcionaram
maiores valores médios de crescimento do isolado CEN 055, entretanto, néo
diferindo dos meios BDA e EFTA. Para o isolado CEN 051, os maiores valores foram
obtidos com o meio BDA no primeiro experimento, contudo, esse resultado néo foi
consistente. Esporulacdo, embora escassa, foi observada com este isolado nos

meios EFCA e EFTA.

50 -
a0 | ab?

30 -
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c ¢ c
d d cd d  DCENO55
20 - d d d O CENO051
0 ‘ ‘ ‘ 1 1 1 !

(mm)

Diametro da Coldnia

BDA SRY CSM EFTA EFMA EFCA ERCA V8IA V8CA

Meios de Cultura

Figura 1- Diametro médio de colbnias de Cercospora caricis aos 34 dias de cultivo. Suco V8
caseiro - agar (VBCA); Suco V8 industrial - agar (V8IA, marca Campbell); Extrato de folha de
cenoura-agar (EFCA); Extrato de folha de tiririca-agar (EFTA); Extrato de folha de milho - agar
(EFMA); Extrato de raiz de cenoura-agar (ERCA); Meio de Richard (SRY); CSM; Batata-dextrose-
agar (BDA). Barras referidas de mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Na segunda etapa deste experimento foi também observada diferenca
significativa entre meios de cultura e entre isolados (Figura 2). Os maiores diametros
médios de colbnias foram verificados com o isolado CEN 055, nos meios MCA e
SFTA. O isolado CEN 051 apresentou diametro médio de colbnia estatisticamente
inferior, em todos os meios avaliados, evidenciando que independentemente do
meio de cultivo, variacbes podem ocorrer entre isolados de C. caricis quanto ao
crescimento micelial. As colbnias do isolado CEN 051 ndo foram avaliadas nos
meios SFCA e SFMA, o mesmo ocorrendo com o isolado CEN 055 no meio SRBA,
devido a presenca de contaminantes. As colbnias crescidas em AAFTS
apresentaram-se mais cotonosas, menos compactas e com coloracdo mais
esbranquicada do que nos demais meios. Nesta etapa ndo se observou a ocorréncia

de esporulacédo, com nenhum dos isolados e composicdes de meio avaliadas.

70
s 2
% 50 ° b be
o __ bc c
S E 401 c M CENO55
o E d d de
2= 304 de O CENO51
o
% 20 - e .
[
0 | | | | | ; ; |
BDA MCA LCA SFCA SFTA SFMA  AAFTS  SRBA
Meios de Cultura

Figura 2- Diametro de col6nias de C. caricis aos 34 dias de idade. Suco de folha de cenoura-agar
(SFCA); Suco de folha de tiririca-agar (SFTA); Suco de folha de milho - agar (SFMA); Suco de raiz de
beterraba - 4gar (SRBA); Leite de coco - agar (LCA); Melago de cana-agar (MCA) e agua - agar + folha
de tiririca seca (AAFTS). Barras referidas de mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si ao nivel

de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Avaliacdo da esporulacdo de isolados de C. caricis em diferentes periodos de
cultivo

Ao ser avaliada a esporulacdo de varios isolados de C. caricis em diferentes
periodos de cultivo, observou-se esporulacdo de todos eles aos sete dias, sendo
qgque a maioria das culturas permaneceu esporulante também aos 14 e 21 dias
(Tabela 1). Entretanto, a esporulacdo em todos os periodos de avaliacdo mostrou-se
bastante escassa, por isso nao foi quantificada. Aos 28 dias, ndo se detectou
presenca de esporos em nenhuma das culturas. Também nos periodos de
incubacédo inferiores a sete dias, ndo houve registro da presenca de esporos. Por
outro lado, o crescimento das colbnias no meio agarizado foi extremamente lento,
conforme indicam os valores médios do diametro das colonias tomados aos 28 dias

(Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de diametro de colbénias e esporulacdo de isolados de
Cercospora em meio a base de extrato de folha de tiririca.

Isolados Esporulagao
Didmetro (mm)

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
CEN 053 + + - -- 79,3a
CEN 081 + - -- -- 61,7b
CEN 032 + - + -- 60,0b
CEN 115 + + + -- 53,7c
CEN 046 + + + -- 53,3c
CEN 144 + + + -- 47,7cd
CEN 143 + + + - 45,0d
CEN 074 + + -- -- 38,0e
CEN 055 + + -- -- 36,3e
CEN 073 + - - -- 35,7e
CEN 142 + + + -- 27,3f

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de
Duncan. + :indica ocorréncia de esporulacéo; --: indica auséncia de esporulacéo

Embora os resultados deste experimento ndo tenham sido satisfatérios em
termos de densidade de esporos, corroboram informacgdes existentes na literatura de
que sete dias de incubacao possa ser adotado para espécies do género Cercospora.

El-Gholl et al. (1982) verificaram que os melhores periodos para avaliacdo de
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esporulacdo de Cercospora spp. foram aos quatro e aos sete dias. Silva et al. (1988)
relataram acréscimo na esporulacdo de Cercospora caribaea e C. henningsii a partir
do terceiro dia de cultivo, alcancando maxima esporulacdo no sexto e sétimo dias,
com declinio apés este periodo. Do mesmo modo, Peloso et al. (1989) obtiveram
maxima esporulacdo de C. coffeicola aos sete dias de incubacdo, seguida de
declinio. A reducéo da quantidade de esporos nas culturas com o decorrer do tempo
pode ser explicada pela exaustdo do meio exercendo efeito sobre o crescimento e
fertilidade das hifas produzidas (CASTRO e COELHO, 2000; CARLILE e
WATKINSON, 1996) e/ou pela germinacao dos esporos, como foi relatado para C.
asparagi.por Cooperman e Jenkins (1986).
Determinacdo do efeito de regimes de luz e de meios de cultura sobre a
esporulacéo de C. caricis

Os resultados dos experimentos conduzidos para determinagcédo do efeito de
regimes de luz sobre o desenvolvimento de C. caricis indicaram, de acordo com a
analise de variancia, interacao tripla significativa (p<0,01) entre isolados, meios de
cultura e fotoperiodos, em relacdo a variavel crescimento micelial. Diante disso,
procedeu-se o desdobramento desta interacdo para cada isolado, revelando, para o
isolado CEN 055, interacdo significativa entre meios de cultura e fotoperiodos
(Tabela 2). Os melhores meios de cultura para crescimento micelial deste isolado
foram: BDA, sob condi¢cdes de escuro continuo (EC) e 12 horas de luz, e meio
EFTA, sob condi¢cbes de escuro continuo (EC), 4 e 12 horas de luz.

Para o isolado CEN 051, ndo houve interacdo entre meios de cultura e
fotoperiodos. Os meios V8A e BDA, seguidos de EFTA, assim como fases de 12 e 4
horas de luz, foram as condi¢cbes que proporcionaram maior crescimento micelial

deste isolado (Tabela 3).
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A andlise de variancia dos dados de producdo de esporos revelou que a
interacdo tripla ndo foi significativa. Entretanto, houve significancia para as
interacBes duplas isolados x meios (p<0,05) e isolados x fotoperiodos (p<0,05). De
acordo com os resultados apresentados (Tabela 4), o meio EFTA proporcionou
melhor producdo de esporos para o isolado CEN 055. Para o isolado CENO51,
maiores producOes de esporos foram obtidas nos meios V8A, EFTA e STCA que
nao diferiram estatisticamente. Comparando a esporulacdo de ambos isolados nos
meios de cultura, verificou-se que no meio EFTA, os mesmos nao diferiram entre si,
apresentando altos valores de esporulacdo. Ja4 nos meios VBA e STCA, o isolado
CENO51 superou o CENO055. O meio BDA proporcionou 0os mais baixos valores de
esporulacdo para ambos isolados. Nao houve efeito dos fotoperiodos para o isolado
CEN 055, ou seja, a esporulacdo deste isolado independe do regime de luz.
Entretanto, para o isolado CEN 051, maior producdo de esporos ocorreu em
condicdes de escuro continuo seguido de fases de 4 e 12 horas de luz (Tabela 5).

Em geral, o isolado CEN 055 superou o CEN 051 em termos de crescimento
micelial (diametro de colbnia), porém apresentou valores médios de producédo de
esporos mais baixos (Tabela 6).

Tabela 2. Crescimento micelial do isolado CEN 055 em diferentes meios de cultura e
regimes de luz.

Fotofases Meios de cultura
V8A STCA BDA EFTA
Diametro micelial (mm)
Oh 42,8Ab 37,3Ab 56,1Aa 57,6Aa
4h 38,8Ab 30,0Ac 47,3Bab 52,8Aba
12h 20,1Bc 35,5Ab 57,8Aa 53,3Aba
24h 37,5Ab 29,1Ab 47,3ba 46,5Ba

Letras mindsculas comparam as médias no sentido horizontal. Letras maildsculas comparam as médias no
sentido vertical. Médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 3. Crescimento micelial do isolado CEN 051 em diferentes meios de cultura e
regimes de luz.

Meios de  Diametro micelial Fotofases Diametro micelial
cultura (mm) (mm)
V8A 41,6A Oh 37.2B
STCA 33,7B 4h 40,9AB
BDA 44,7A 12h 44 4A
EFTA 39,8AB 24h 37,4B

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5%.

Tabela 4. Esporulacao dos isolados CEN 055 e CEN 051 em diversos meios de

cultura.
Isolados Meios de cultura
VBA STCA BDA EFTA
CEN 055 0,90*bB 0,70bB 0,71bA 1,74aA
CEN 051 1,73aA 1,27abA 0,82bA 1,59aA

Letras minUsculas comparam as médias no sentido horizontal. Letras maildsculas comparam as
médias no sentido vertical. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a
5%. *= x 10*conidios/mL

Tabela 5. Esporulacéo dos isolados CEN 055 e CEN 051 em diversos regimes de luz.

Isolados Fotofases

EC 4h 12h CcC
CEN 055 0,86*aB 1,39aA 0,93aB 0,88aA
CEN 051 1,73aA 1,33abA 1,42abA 0,94bA

Letras mindsculas comparam as médias no sentido horizontal. Letras mailsculas comparam as
médias no sentido vertical. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a
5%.

* = x 10" conidios /mL.

Tabela 6. Diametro médio das coldnias e esporulacdo dos isolados CEN 055 e

CEN 051.
Isolados Diametro de colbnia x 10* conidios/mL
(mm)
CEN 055 43,1A 1,01B
CEN 051 40,0B 1,35A

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Os resultados de crescimento e esporulacdo de fungos fitopatogénicos

encontrados na literatura sdo bastante variados, especialmente quando se trata do
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género Cercospora. Avila (2002) relatou maior producdo micelial de C. piaropi,
agente de biocontrole de Eichhornia crassipes, em meio a base de suco de tomate,
porém maior esporulacdo ocorreu em meio a base de suco V-8. Carisse e
Kushalappa (1989) observaram comportamento diferencial de Cercospora carotae
em diversos meios avaliados, sendo que os meios CLA (extrato de folha de cenoura)
e suco V-8 induziram maior esporulacédo do fungo. Para C. asparagi (COOPERMAN
e JENKINS, 1986), esporulacdo ocorreu com todas as condi¢cdes de luminosidade,
embora tenha sido mais abundante nos regimes de escuro continuo e 12 horas de
luz alternada. Peloso et al. (1989) obtiveram maiores quantidades de esporos de C.
coffeicola com regime de luz continua, utilizando diversas composi¢cdes de meios de
cultura. Avila (2002) observou a ocorréncia de esporulacdo de C. piaropi somente na
auséncia de luz. Essa diversidade de resposta dos fitopatbgenos em relacdo as
composicdes de meios de cultura e fotoperiodos pode ser atribuida a variabilidade
existente entre isolados, ou até, aos diferentes métodos experimentais utilizados.
Esporulacédo de C. caricis em fragmentos de folhas de tiririca.

Todos os isolados desenvolveram-se sobre os fragmentos de folha de tiririca,
formando uma fina camada de miceélio. A esporulacdo ocorreu em toda a superficie
colonizada.

De acordo com a analise de variancia, o teste F foi significativo (p<0,01) no
primeiro grupo de isolados, para a interacdo isolados x fotoperiodos, indicando
existir dependéncia entre os dois fatores(Figura 3A). O desdobramento da interacao
mostrou que houve efeito do fotoperiodo (p<0,01) sobre os isolados CEN 032, CEN
034 e CEN 038. Os isolados CEN 032 e CEN 034 apresentaram comportamento
semelhante, nao diferindo entre si e produzindo maior nimero de esporos em

presenca de luz. Destacaram-se os regimes de 4 horas de luz e claro continuo, para
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o CEN 032 e 4 horas, 12 horas de luz e claro continuo, para o isolado CEN 034. Ja o
isolado CEN 038, cujos valores médios da producédo de esporos foram inferiores aos
dos dois isolados acima citados, apresentou maior densidade de esporos na
auséncia de luz. Para os outros dois isolados (CEN 051 e CEN 055), ndo houve
efeito do fotoperiodo, ambos tendo apresentado capacidade de esporulacao inferior
aos demais isolados, nas condicbes em que foi realizado o experimento. Para o
isolado CEN 055, esse resultado corrobora aquele obtido no item anterior, com a
esporulacdo independente de regime de luz.

No segundo grupo, novamente o teste F foi significativo para a interacao
isolados x fotoperiodos (p<0,01). O isolado CEN 032 superou os demais,
apresentando maior producéo de esporos em condi¢cdes de 12 horas de luz e claro
continuo (Figura 3B). O isolado CEN 081 esporulou melhor sob fotoperiodo de 12
horas, enquanto os isolados CEN 043, CEN 049 e CEN 053 mostraram ser
indiferentes aos fotoperiodos.

No terceiro grupo de isolados houve efeito significativo do fotoperiodo sobre
os isolados CEN 032 (p<0,01) e CEN 080 (p<0,05). Para o isolado CEN 032, que
novamente se mostrou superior aos demais quanto a capacidade de esporulacao, os
melhores regimes de luz foram, da mesma forma que no experimento anterior, 12
horas de luz e claro continuo (Figura 3C). Também o isolado CEN 080 esporulou
melhor em presenca de luz. Para os isolados CEN 035 e CEN 046, ndo houve
diferenca significativa entre os valores médios de producdo de esporos, nos

diferentes regimes de luz.
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Figura 3A, B e C- Esporulacdo de diversos isolados de Cercospora em
fragmentos de folhas de tiririca em diferentes fotoperiodos.

Este trabalho mostra que a utilizacdo de fragmentos de folhas de tiririca para
inducdo da esporulacdo de C. caricis constitui uma técnica simples, que possibilita a

producdo de esporos em condigcbes completamente assépticas e em quantidades
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suficientes para ensaios de laboratério e casa de vegetacdo. Portanto, trata-se de
uma técnica que pode ser util no caso de Cercospora spp. e outros fungos com
caracteristica fastidiosa.

O isolado CEN 032 foi utilizado como referéncia nos trés ensaios por ter
apresentado, de acordo com dados preliminares, consideravel capacidade de
esporulacdo. Essa capacidade foi confirmada neste trabalho. Desse modo, indica-se
sua inclusdo em futuros experimentos para avaliacdo de agentes candidatos, com
vistas ao desenvolvimento de bioherbicidas. Sob condi¢cbes favoraveis de campo,
isolados que esporulam consistentemente podem ser habeis para produzir
abundancia de inéculo secundario e terciario para subsequentes ciclos de infeccao,
refletindo positivamente na eficacia do produto.

A necessidade de luz para o crescimento e esporulacdo de fungos € muito
variavel, até mesmo entre isolados da mesma espécie, conforme relatado por
diferentes autores (LEACH, 1962; MASANGKAY et al., 2000; MELLO et al., 2000;
MISAGHI et al., 1978; NACHTIGAL, 2000). Para espécies do género Cercospora, ha
relatos indicando o efeito positivo da exposicao a luz, em regimes alternados com
periodos de escuro, sobre a esporulacdo de isolados de Cercospora arachidicola
(MORAES e SALGADO, 1978), C. zeae maydis (BECKMAN e PAYNE, 1983) e C.
kikuchii (DELA-CUEVA et al., 1997). Outros esporulam melhor na presenca de luz
continua ou em escuro continuo (CALPOUZOS e STALLKNECHT, 1967,
COOPERMAN e JENKINS, 1986; LOCH et al., 1975). Os resultados obtidos neste
trabalho indicam diversidade de reacdo de isolados da espécie de C. caricis a
regimes de luz, tanto para crescimento micelial quanto para esporulagéo.

Os resultados aqui apresentados para o parametro esporulacdo revelaram

que o isolado CEN 055 mostrou ser indiferente a regimes de luz, enquanto outros
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isolados, especialmente no caso do CEN 032, a reacédo foi positiva com respeito a
presenca de luz. No entanto, em se tratando da espécie C. caricis, ndo existe
garantia de comportamento padrdo com relacdo as condi¢cdes para producdo de
esporos, nem mesmo para um isolado especificamente. Estudos conduzidos por
Blaney (1987) indicaram, inicialmente, a producédo de esporos por um isolado de C.
caricis obtido de Cyperus esculentus apenas quando incubado sob luz continua.
Entretanto, em experimento posterior com o0 mesmo isolado, utilizando os mesmos
meios de cultura e temperaturas sob as quais o fungo foi incubado, observou-se
esporulacdo nos regimes de 0, 12 e 24 h de luz, sugerindo que, além de meios de
cultura e condicdes de incubacao sob as quais os experimentos sdao conduzidos, ha
outros fatores que podem influenciar a esporulagdo de C. caricis, tais como

metodologia usada para a obtencéo da cultura estoque e idade da cultura.

CONCLUSOES
Confirma-se a capacidade de esporulacdo do isolado CEN 032, para o qual a
presenca de luz é um fator positivo.
1. A utilizacdo de fragmentos de folhas de tiririca para inducéo da esporulacéo
de C. caricis constitui uma técnica viavel, desde que se considere a

interdependéncia entre isolado e regime de luz.
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